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1 
1 UVOD 
Okužba krvožilnega sistema je okužba, povezana s prisotnostjo bakterij v krvi 
(bakteriemijo), hemokultura pa je postopek, s katerim prisotnost teh mikroorganizmov v 
krvi dokažemo. Pri tem je potrebno upoštevati, da so bakterije, ki jih izoliramo iz krvi, 
lahko povzročiteljice sepse ali zgolj kontaminanti (Wilson, 1994). Do sepse pride, ko 
imunski sistem okužbe ne more zadržati na primarnem mestu okužbe. Z napredkom 
zdravstvene nege in medicine se pogostost in epidemiologija teh okužb spreminjata, prav 
tako pa tudi mikroorganizmi, ki jih povzročajo (Karchmer, 2000). Sepsa je kljub napredku 
v protimikrobni terapiji in podpornem zdravljenju povezana z visoko stopnjo obolevnosti 
in umrljivosti, sploh ko poteka v obliki hude sepse ali septičnega šoka (Wisplinghoff in 
sod., 2004; Diekema in sod., 2003). Pri bolnikih s sepso je zgodnja identifikacija 
mikroorganizmov in njihove občutljivosti za antibiotike ključna za določitev ustreznih 
kliničnih ukrepov in za začetek primerne protimikrobne terapije (Leibovici in sod., 1998). 
Bakteriemija in sepsa predstavljata tudi veliko zdravstveno in finančno breme (Dellinger in 
sod., 2013). Hitra uvedba tarčne antibiotične terapije je ključnega pomena, saj lahko 
izboljša pacientovo stanje, zniža umrljivost ter vpliva na dolžino hospitalizacije in stroške 
zdravljenja (Kumar in sod., 2006; Perez in sod., 2013). Vse večji problem ob tem postaja 
naraščajoča odpornost bakterij proti številnim antibiotikom. Bolj odporni sevi kot taki sicer 
niso bolj virulentni od občutljivih sevov, a otežujejo izbiro ustreznega antibiotika. To pa 
lahko vodi v slabši izid zdravljenja (Logar, 2015). 
 
Postopek hemokulture trenutno predstavlja zlati standard za detekcijo in identifikacijo 
mikroorganizmov, ki povzročajo sepso (Beekmann in sod., 2003). Metode, ki so se v 
zadnjih letih izkazale za uspešne pri identifikaciji mikroorganizmov direktno iz pozitivnih 
hemokulturnih stekleničk, so metode, ki temeljijo na masni spektrometriji MALDI-TOF; 
molekularne metode, kot so fluorescenčna in situ hibridizacija z uporabo poliamidnih sond 
(PNA-FISH); Verigene sistem (Nanosphere, ZDA); za patogen specifična, verižna reakcija 
s polimerazo v realnem času (RT-PCR) in mnogokratni, vgnezdeni PCR FilmArray 
(BioFire Diagnostics, ZDA). Ti postopki so znatno skrajšali čas identifikacije 
mikroorganizmov, vseeno pa gre za delo iz hemokulturnih stekleničk, ki so že javljene kot 
pozitivne (Almuhayawi in sod., 2014; Bhatti in sod., 2014; Selva in sod., 2010).  
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1.1 NAMEN 
Namen magistrske naloge je bila primerjava treh metod identifikacije bakterij iz pozitivnih 
hemokultur glede na uspešnost identifikacije in trajanje metode.  
 
Primerjali smo: 
• Avtomatski sistem za vgnezdeni multipli PCR FilmArrayTM s kompletom 
reagentov Blood Culture Identification (BCID) (BioFire Diagnostics, ZDA), 
• komplet reagentov Sepsityper s sistemom masne spektrometrije (MALFI-TOF, 
Bruker Daltonics, ZDA),  
• saponinski test s sistemom masne spektrometrije (MALDI-TOF, Bruker Daltonics, 
ZDA). 
Komplet reagentov Sepsityper in saponinski test sta dva različna načina priprave vzorca 
direktno iz pozitivne hemokulture za pregled s sistemom masne spektrometrije. Vse tri 
primerjane metode omogočajo identifikacijo mikroorganizmov direktno iz pozitivnih 
hemokultur, pred  kultivacijo. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
H1: Pri identifikaciji bakterij bo najuspešnejša metoda FilmArray.  
H2: Najhitrejša bo metoda obdelave vzorca s saponinom ter sledeč pregled vzorca s 
sistemom masne spektrometrije. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1  BAKTERIEMIJA IN SEPSA 
Okužbe krvožilnega sistema lahko potekajo v obliki sepse, hude sepse ali septičnega šoka 
(Wisplinghoff in sod., 2004; Diekema in sod., 2003). Bakteriemija je definirana kot 
prisotnost bakterij v krvi (Wilson, 1994). Leta 2001 je bila sepsa definirana kot (verjetna 
ali dokazana) okužba s sistemsko manifestacijo. Huda sepsa je bila definirana kot sepsa, ki 
vključuje tudi s sepso inducirano disfunkcijo organov ali hipoperfuzijo (tj. zmanjšano 
prekrvavitvijo) tkiva. Septični šok je bil definiran kot s sepso inducirana hipotenzija, ki 
vztraja kljub zadostnemu dovajanju tekočine (Levy in sod., 2003).  
 
Po najsodobnejših priporočilih tretjega mednarodnega konsenza za opredelitev sepse in 
septičnega šoka pa je sepsa definirana kot življenje ogrožajoča disfunkcija organov, ki jo 
povzroči porušen odziv gostitelja na okužbo. Sepsa vključuje disfunkcijo organov, kar 
kaže na kompleksnejšo patobiologijo kot pri sami okužbi, spremlja pa jo tudi vnetni odziv. 
Septični šok je po istih priporočilih opredeljen kot podvrsta sepse, pri kateri so motnje 
krvnega obtoka ter celične in metabolne abnormalnosti tako resne, da je bistveno povečana 
smrtnost (Singer in sod., 2016). 
 
Okužbe krvožilnega sistema (bakteriemija in sepsa) predstavljajo okrog 15 % vseh 
bolnišničnih okužb in prizadenejo približno 1 % vseh hospitaliziranih pacientov (Pittet in 
Wenzel, 1995; Richards in sod., 2000). Pomembne so zaradi velikega vpliva na stanje 
bolnika. Podaljšajo čas hospitalizacije, večajo stroške zdravljenja ter višajo stopnjo 
smrtnosti (Digiovine in sod., 1999). Pojavljajo se tudi zunaj bolnišničnega okolja. Delež 
smrtnih primerov, ki so posledica okužb krvnega sistema, je v večini primerov med 35 % 
in 60 %, a vrednosti variirajo v razponu od 5 % do 80 %. Širok razpon je odraz zahtevnosti 
ločevanja smrtnosti, ki je posledica okužb krvnega sistema od smrtnosti, ki je posledica 
pacientovega osnovnega bolezenskega stanja (Kim in sod., 2005).V zadnjih dvajsetih letih 
se je število ljudi, ki so umrli zaradi sepse, skoraj podvojilo. Pričakovano je, da bo 
pojavnost sepse še naraščala. Hitra mikrobiološka diagnostika je pri tem pomembna, ker 
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omogoča uvedbo učinkovite protimikrobne terapije, ki poveča možnosti preživetja (Bhatti 
in sod., 2014). 
2.2 MIKROBIOLOŠKA DIAGNOSTIKA SEPSE 
2.2.1 Hemokultura 
Hemokultura trenutno predstavlja zlati standard detekcije in identifikacije 
mikroorganizmov, ki povzročajo okužbe krvnega obtoka (Beekmann in sod., 2003). Kot 
posamezna hemokultura je smatrana kultura, ki jo pridobimo pri enem odvzemu. Kri enega 
odvzema zasejemo v aerobno in anaerobno stekleničko (Cockerill in sod., 2004). Na 
uporabnost hemokulture kot orodja za detekcijo sepse direktno vpliva to, da je odvzem 
vzorcev optimalen (Levin in sod., 1997). Priporočena metoda je venepunkcija oz. odvzem 
krvi iz vene (Bryant in Strand, 1987). Standard CLSI priporoča, naj vzorec, ki ga 
odvzamemo iz intravenozne linije, spremlja tudi vzorec, vzet z venepunkcijo (CLSI M47-
P, 2007). Potrebno je odvzeti več vzorcev (2 do 4 hemokulture) iz različnih odvzemnih 
mest. Pri odraslih naj en set hemokultur (oz. odvzem z enega mesta) zajema 20–40 ml krvi, 
pri otrocih pa je količina odvisna od njihove starosti in ne sme presegati 1 % celotnega 
pacientovega volumna krvi. Aerobno hemokulturno stekleničko je treba ob odvzemu 
napolniti najprej (Cockerill in sod., 2004; Lee in sod., 2007; Washington, 1975; CLSI 
M47-P, 2007). Skupni volumen krvi, odvzet odraslemu pacientu, je sorazmeren s 
pozitivnostjo. Večina pacientov z bakteriemijo ima namreč zelo nizko število bakterij v 
mililitru krvi. Nezadosten volumen krvi oz. nezadostno število hemokultur zniža 
občutljivost testa in oteži interpretacijo rezultata (Cockerill in sod., 2004; Lee in sod., 
2007; Li in sod., 1994). Odvzem mora biti aseptičen, da se izognemo kontaminacijam 
(Barenfanger in sod., 2004). Ko so hemokulture odvzete v skladu z določili, morajo biti 
čim prej poslane v laboratorij. Daljša inkubacija hemokultur pred vstavljanjem le-teh v 
avtomatizirane sisteme za spremljanje rasti lahko odloži ali ovira detekcijo rasti v 
inštrumentu in je odsvetovana (Sautter in sod., 2006). V laboratoriju stekleničke 5 dni 
kontinuirano inkubiramo v avtomatiziranih sistemih (Cockerill in sod., 2004).  
2.2.2 MALDI-TOF masna spektrometrija 
MALDI-TOF (ang. »matrix assisted laser desorption ionization time of flight« oz. 
ionizacija v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem časa preleta ionov) 
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masna spektrometrija je metoda identifikacije mikroorganizmov, katere uporaba v 
kliničnih mikrobioloških laboratorijih narašča (Carbonnelle in sod., 2011; Stevenson in 
sod, 2010; van Veen in sod, 2010). V evropskih kliničnih laboratorijih je v rutinski uporabi 
od leta 2009 (La Scola, 2011). Omogoča hitro in natančno identifikacijo različnih 
mikroorganizmov, kot so po Gramu pozitivne bakterije, Enterobacteriaceae, 
nefermentativne bakterije, mikobakterije, anaerobi in kvasovke (van Veen in sod., 2010). 
Identifikacija temelji na analizi profila proteinov in je še posebno uporabna, ko delamo z 
bakterijami, ki jih je glede na biokemijske, morfološke in metabolne značilnosti težje 
identificirati. Taki so na primer koagulaza-negativni stafilokoki (KNS) – identifikacija 
slednjih je pomembna pri razločevanju med dejanskimi okužbami in kontaminacijami 
(Buchan in sod., 2012).  
 
Najenostavnejša uporaba MALDI-TOF masne spektrometrije temelji na direktni preiskavi 
kolonij bakterij ali kvasovk z minimalno uporabo dodatnih reagentov in na analizi z 
Biotyper sistemom. To omogoča hitro in poceni identifikacijo. Metoda omogoča tudi 
direktno identifikacijo mikroorganizmov iz urina in pozitivnih hemokultur. Opisanih je 
bilo več različnih metod priprave vzorca iz pozitivnih hemokultur za pregled z MALDI-
TOF sistemom masne spektrometrije. Cilj vseh je priprava bakterijskega peleta s pomočjo 
ekstrakcije, ki ne vsebuje rdečih krvničk, proteinov in sledov gojišč. V naslednji fazi je 
bakterijske proteine v peletu potrebno desorbirati in ionizirati z matriksom (Meex in sod., 
2012). Matriks je alfa-ciano-4-hidroksicinamska kislina (HCAA), raztopljena v 50-
odstotnem acetonitrilu in 2,5-odstotnem trifluoroacetatu (TFA) (van Veen in sod., 2010). 
Zaradi pulzov energije iz ultravijoličnega 337-nanometerskega N2 laserja se molekule 
matriksa in mikrobne molekule, ki so nanešene na kovinsko ploščico, desorbirajo. Ko 
matriks absorbira energijo, pride do ionizacije molekul (Martiny in sod., 2012; Patel, 
2013). V plinastem stanju pride do naključnih trkov molekul, pri čemer se naboj molekul 
matriksa prenese na mikrobne molekule. Oblak ioniziranih mikrobnih molekul je usmerjen 
skozi pozitivno nabito elektrostatično polje v vakuumski cevi, kjer pride do ločevanje 
molekul z različno maso glede na čas potovanja. Ioni po cevi potujejo proti detektorju 
ionov, pri čemer manjši delci potujejo hitreje od večjih – pride do razvrstitve delcev po 
velikosti. Vzpostavi se masni spekter, ki predstavlja število ionov z določeno maso, ki v 
določenem času zadenejo detektor ionov. Pridobljen je spekter v masnem območju od 2 do 
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20 kDa (Martiny in sod., 2012). Nastali masni spekter poda profil proteinov (ang. 
»fingerprint«) posameznega mikroorganizma. Masni spekter je namreč specifičen za 
posamezen mikroorganizem. Profil v obliki krivulje ima vrhove, značilne za rodove, vrste 
in podvrste. Profil testiranega vzorca je avtomatsko primerjan s profili v bazi podatkov. Na 
podlagi primerjave je določena sorodnost preučevanega profila s profili v bazi podatkov. 
Kot rezultat je podan seznam najbližje sorodnih organizmov s pripadajočimi številskimi 
vrednostmi (ang. »value score«), ki opisujejo zanesljivost posamezne identifikacije. Glede 
na vrednost »value score« se nato po določenih kriterijih sklepa o zanesljivosti 
identifikacije do vrste ali višjih taksonomskih enot (npr. rodu ali družine) (Patel, 2013). 
 
2.2.2.1 Masna spektrometrija za identifikacijo mikroorganizmov direktno iz pozitivnih 
hemokultur 
Študije o uporabi MALDI-TOF masne spektrometrije za identifikacijo mikroorganizmov 
direktno iz pozitivnih hemokultur so pokazale 80–90-odstotno uspešnost identifikacije in 
so se z rezultati rutinskih metod ujemale v 59–95 % (Stevenson in sod., 2010; Moussaoui 
in sod., 2010; La Scola in Raoult, 2009; Christner in sod., 2010). Tolikšen razpon je 
verjetno povezan z različnimi uporabljenimi metodami za osamitev mikroorganizmov iz 
hemokultur. Opisane metode vključujejo različne postopke centrifugiranja, spiranja in 
korake za ekstrakcijo proteinov, to pa daje različne uspehe pri osamitvi bakterij in 
odstranjevanju snovi, ki lahko ovirajo MALDI-TOF analizo (Christner in sod., 2010; 
Ferreira in sod., 2011; Moussaoui in sod., 2010; Stevenson in sod., 2010). 
 
2.2.2.2 Saponinska metoda za direktno identifikacijo bakterij iz pozitivnih hemokultur z 
MS 
Gre za metodo ločevanja bakterij od krvnih celic in za ekstrakcijo bakterijskih proteinov s 
pomočjo saponina (Meex in sod., 2012). Saponinski litični reagent uniči krvne celice, 
bakterijskih membran pa ne poškoduje. S centrifugiranjem tako obdelanega vzorca dobimo 
ekstrakt bakterijskih celic, ki je primeren za pregled z MALDI-TOF sistemom masne 
spektrometrije (Ferroni in sod., 2010). Metoda je bila v več različicah opisana v različnih 
virih, pri čemer so glavne razlike v količini dodanih reagentov, času centrifugiranja in v 
kriterijih za vrednotenje identifikacij (Ferroni in sod., 2010; Martiny in sod., 2012; Meex 
in sod., 2012; Tanner in sod., 2017). 
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2.2.2.3 Komplet reagentov Sepsityper (Bruker) za direktno identifikacijo bakterij iz 
pozitivnih hemokultur z MS 
Komplet reagentov Sepsityper se, tako kot saponinska metoda, izvaja za ločevanje bakterij 
od krvnih celic in za ekstrakcijo bakterijskih proteinov. Selektivno uniči krvne celice in 
obogati mikroorganizme iz pozitivne hemokulture. Nastali ekstrakt je primeren za analizo 
z MALDI Biotyper sistemom (Bruker Daltonik GmbH, 2015; Meex in sod., 2012).  
2.2.3 Avtomatski sistem za vgnezdeni multipli PCR FilmArray s kompletom 
reagentov Blood Culture Identification (BCID) (BioFire Diagnostics, ZDA) 
FilmArray je zaprt diagnostični sistem, ki vključuje osamitev nukleinskih kislin iz 
kliničnega vzorca (tj. pozitivne hemokulture), visoko zmogljiv vgnezden mnogokraten 
(multipleks) PCR in analizo talilne krivulje DNA, ki jo PCR poda (Blaschke in sod., 2012). 
Je diagnostična platforma, ki popolnoma avtomatizira detekcijo in identifikacijo več vrst 
mikroorganizmov (polimikrobna bakteriemija) iz enega samega vzorca v približno eni uri 
(Poritz in sod., 2011).  
 
FilmArray BCID (Blood Culture Identification) kartuša vključuje 27 tarč za sledeče 
bakterijske rodove ali družine in determinante odpornosti:  
• Enterococcus (ne ločuje vrst), 
• Staphylococcus (poda S. aureus, druge vrste poda kot Staphylococcus), 
• Streptococcus (poda vrste S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae, druge poda 
kot Streptococcus), 
• družina Enterobaceriaceae (poda vrste E. coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella 
pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae complex, Proteus sp., 
ostale poda kot Enterobacteriaceae). 
Ostale vrste, ki jih s sistemom lahko identificiramo: Acinetobacter baumannii, 
Haemophillus influenzae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria 
monocytogenes. Poleg bakterij je možna tudi identifikacija 5 vrst kvasovk (Candida 
albicans, C. glabrata, Issatchenkia orientalis (prej imenovana C. krusei), C. parapsilosis, 
C. tropicalis). Skupno metoda omogoča identifikacijo 24 povzročiteljev sepse. Poleg tega 
omogoča določitev treh genov za odpornost proti antibiotikom (mecA, vanA/B, blaKPC) 
(Salimnia in sod., 2016).  
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2.2.3.1 Pregled bakterijskih primoizolatov v osrednjeslovenski regiji v letih od 2009 do 
2013 in uporabnosti metode FilmArray glede na vzorec 
 
Preglednica 1: Pregled bakterijskih primoizolatov v osrednjeslovenski regiji v letih od 2009 do 2013 in 
njihovi odstotni deleži (povzeto po Premru in Pirš, 2015: 37). 
Izolat Skupno (%) 
Po Gramu pozitivne bakterije (brez KNS) 2827 (42,9 %) 
Staphylococcus aureus 929 (14,1 %) 
Streptococcus pneumoniae 419 (6,4 %) 
Streptococcus alfa hemolitični 377 (5,7 %) 
Streptococcus agalactiae 103 (1,6 %) 
Streptococcus pyogenes 76 (1,2 %) 
Streptococcus betahemolitični sk. C, F, G 68 (1 %) 
Enterococcus faecalis 257 (3,9 %) 
Enterococcus faecium 199 (3 %) 
Listeria monocytogenes 14 (0,2 %) 
Druge po Gramu pozitivne bakterije 385 (5,8 %) 
Po Gramu negativne bakterije 3323 (50,4 %) 
Escherichia coli 1692 (25,7 %) 
Klebsiella pneumoniae in K. oxytoca 535 (8,1 %) 
Enterobacter cloacae in E. aerogenes 180 (2,7 %) 
Proteus mirabilis 164 (2,5 %) 
Salmonella non-Typhi 21 (0,3 %) 
Salmonella Typhi 4 (0,1 %) 
Druge enterobakterije 237 (3,6 %) 
Pseudomonas aeruginosa 243 (3,7 %) 
Acinetobacter baumannii 44 (0,7 %) 
Stenotrophomonas maltophilia 43 (0,7 %) 
Drugi nefermentativni po Gramu negativni bacili 71 (1,1 %) 
Haemophilus influenzae in parainfluenzae 38 (0,6 %) 
Neisseria meningitidis 18 (0,3  %) 
HACEK 8 (0,1%) 
Drugi po Gramu negativni bacili 25 (0,4 %) 
Anaerobi 438 (6,6 %) 
Skupno – brez KNS 6588 (100 %) 
*KNS 1740 
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Pri obsežnejšem pregledu bakterijskih primoizolatov iz hemokultur (Preglednica 1) 
vidimo, da bi lahko FilmArray BCID kartuša do vrste identificirala 62,6 % izolatov, če 
seštejemo odstotke pogostosti pojavljanja teh mikroorganizmov. Ker so podatki za 
Haemophilus influenzae in H. parainfluenzae združeni, metoda pa lahko identificira le H. 
influenzae, lahko rezultat odstopa za do 0,6 %. Podatek o višji taksonomski enoti bi lahko 
pričakovali pri 22,8 % izolatov, upoštevajoč njihov delež prisotnosti.Za streptokoke, 
enterokoke in Proteus mirabils bi bila možna identifikacija do rodu, za Salmonello sp. in 
druge enterobakterije pa do družine. Enterobacter cloacae in E. aerogenes sta tu 
obravnavani skupaj, medtem ko lahko FilmArray BCID kartuša zazna le E. cloacae 
complex, zato lahko ta rezultat odstopa za do 2,7 %. Skupno bi bila ta metoda torej 
uporabna za 82,1 –85,4 % izolatov tega pregleda, upoštevajoč njihov delež pojavljanja, kar 
predstavlja relativno visoko uporabnost te metode, sploh v primeru souporabe ostalih dveh 
metod za polimikrobne vzorce, pri čemer lahko drugi dve metodi podata identifikacijo le 
enega mikroorganizma. 
 
Ker z metodo FilmArray dokazujemo tudi nekatere determinante odpornosti, bomo v 
nadaljevanju predstavili najpogostejše odporne bakterije, ki te determinante posedujejo.  
2.3 PROTI METICILINU ODPORNI Staphylococcus aureus (MRSA) IN GEN mecA 
Pri naši raziskavi nas je zanimala prisotnost gena mecA, ki ga je FilmArray BCID kartuša 
sposobna zaznati. 
 
Staphylococcus aureus je v razvitem svetu eden glavnih povzročiteljev sepse, okužb 
spodnjih dihal, kože in mehkih tkiv (DeLeo in Chambers, 2009). Kolonizira nosnice pri 
približno 25 odstotkih zdrave človeške populacije, prisoten pa je lahko tudi v žrelu, na 
področju dimelj, pod pazduhami in v prebavilih (Peacock in sod., 2001). Za zdravljenje 
okužb s S. aureus so bili v preteklosti sprva v uporabi penicilini, a so ti že po nekaj letih 
postali neučinkoviti zaradi pojava odpornosti, povzročene z delovanjem beta-laktamaz. 
Leta 1959 je zato v uporabo prišla druga generacija pol-sintetskih protistafilokoknih 
penicilinov, med katere spada tudi meticilin. Prvi proti meticilinu odporen S. aureus 
(MRSA) je bil odkrit že dve leti zatem v Veliki Britaniji (Fishovitz in sod., 2014).  
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2.3.1 Mehanizmi odpornosti pri S. aureus 
Sevi S. aureus so odporni proti beta-laktamskim antibiotikom na dva načina. Prva opisana 
odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom je posledica produkcije beta-laktamaz PC1.  
Beta-laktamaze so produkti gena blaZ. Hidrolizirajo beta-laktamski obroč antibiotikov in 
jih s tem inaktivirajo, a ne delujejo na protistafilokokne peniciline (Chambers, 1997; 
Fishovitz in sod., 2014).  
 
MRSA so S. aureus, ki so pridobili stafilokokno kromosomsko kaseto mec (SCCmec). To 
je 21-60 kb velik mobilni genetski element. Nosi glavno determinanto gen mecA za 
odpornost proti širokemu spektru beta-laktamskih antibiotikov, z izjemo najnovejših 
cefalosporinov, kot je ceftarolin (Ito in Hiramatsu, 1998; Saravolatz in sod., 2011). Gen 
mecA nosi zapis za protein PBP2' oz. PBP2a. Proteini PBP (ang. »penicillin binding 
proteins«) imajo pomembno vlogo pri tvorbi peptidoglikanskega ogrodja celične stene in 
so tarča beta-laktamskih antibiotikov, ki inhibirajo njihovo delovanje (IWG-SCC, 2009). 
Alternativni penicilin vezoči protein PBP2a ima nizko afiniteto do beta-laktamskih 
antibiotikov in omogoča transpeptidazno aktivnost, ki omogoča sintezo celične stene, tudi 
pri takšni koncentraciji beta-laktamskih antibiotikov, ki sicer zavre delovanje proteinov 
PBP, ki so navadno prisotni pri S. aureus (Lim in Strynadka, 2002). 
2.3.2 Okužbe z MRSA - zdravljenje in preprečevanje 
Proti meticilinu odporni S. aureus povzročajo okužbe v bolnišničnem okolju (ang. 
»hospital-associated MRSA« ali HA-MRSA), okužbe v domačem okolju (ang. 
»community-associated MRSA« ali CA-MRSA) ter okužbe, povezane z rejnimi živalmi 
(ang. »livestock-associated MRSA« ali LA-MRSA) (Naimi in sod., 2003; Mutters in sod., 
2016). 
 
Okužbe s HA-MRSA so pogosto hude okužbe, povezane z visoko obolevnostjo in 
smrtnostjo ter s podaljšanim bolnišničnim bivanjem in visokimi stroški zdravljenja 
(Raygada in Levine, 2009). Dejavniki tveganja za okužbo z MRSA v bolnišničnem okolju 
so nedavna hospitalizacija, daljše bivanje v bolnišnici ali bivanje v ustanovah za 
dolgotrajno oskrbo ter predhodna antibiotična terapija (sploh s cefalosporini in kinoloni), 
kolonizacija z MRSA, bližina pacienta z MRSA okužbo oz. kolonizacijo, starost, operacije, 
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kronične bolezni, imunosupresivna terapija, mehanska ventilacija, dializa, katetri idr. 
(Brumfitt in Hamilton-Miller, 1989; IWG-SCC, 2009; Lowy, 1998; Raygada in Levine, 
2009). Okužba se najpogosteje kaže kot pljučnica, bakteriemija, osteomielitis in septični 
artritis (kot zaplet ortopedskih operacij), okužba operacijskega mesta in/ali okužba kože. 
Za zdravljenje okužb z MRSA so trenutno v uporabi vankomicin, daptomicin, linezolid in 
ceftarolin (Fishovitz in sod., 2014). Čeprav je uporaba teh antibiotikov nadzorovana, že 
prihaja do zmanjšane občutljivosti in pojava odpornosti (Appelbaum, 2006). Nadzor nad 
pojavom MRSA mora biti izvajan sistematično, odkriti primeri pa morajo biti pravočasno 
javljeni zdravstvenemu osebju in pristojnim službam (npr. SPOBO). Obenem se je 
potrebno izogibati napačni in nepotrebni uporabi antibiotikov, za kar je potrebno patogene 
identificirati in testirati njihovo občutljivost za antibiotike pred uvedbo antibiotične 
terapije. Presejalno testiranje za nosilstvo MRSA pri pacientih v kliničnem okolju mora 
biti izvedeno na podlagi ocene tveganja in posledic prenosa in okužbe. Pri bolj ogroženih 
pacientih je potrebna dekolonizacija nosne votline in kože. Pri pacientih z MRSA se je 
potrebno držati principov za preprečevanje širjenja okužbe, kot so izolacija pacienta, 
pravilno in zadostno čiščenje in dekontaminacija površin ter ustrezna higiena rok 
zdravstvenega osebja (Coia in sod., 2006).  
2.4 PO GRAMU POZITIVNI KOKI, ODPORNI PROTI VANKOMICINU 
Uporaba glikopeptidnih antibiotikov (samostojno ali v kombinaciji z drugimi antibiotiki) 
pogosto predstavlja edino antibiotično terapijo za zdravljenje infekcij z mnogokratno 
odpornimi stafilokoki in enterokoki. Pojav in razširjanje odpornosti proti vankomicinu pri 
enterokokih še dodatno krči že tako omejene možnosti zdravljenja. Čeprav enterokoki niso 
zelo patogeni, se razširjenost kliničnih izolatov, ki so odporni proti vankomicinu, vztrajno 
veča. S tem postajajo pomemben rezervoar genov za odpornost in tudi vse pomembnejši 
bolnišnični patogeni (Courvalin, 2006). 
2.4.1 Proti vankomicinu odporni enterokoki (VRE) 
Enterokoki so po Gramu pozitivni, fakultativno anaerobni koki v verižicah in so lahko 
pomembni povzročitelji okužb v domačem in bolnišničnem okolju. Zaradi intrinzične 
odpornosti proti cefalosporinom in sposobnosti pridobivanja novih determinant za 
odpornost predstavljajo velik izziv pri antibiotičnem zdravljenju (Cilo in sod., 2014; 
Burger P. Primerjava treh novih molekularnih metod za identifikacijo bakterij iz pozitivnih hemokultur. 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
12 
Frieden in sod., 1993). Prve izolate proti vankomicinu odpornih enterokokov so odkrili v 
Evropi leta 1988, kasneje pa tudi na vzhodu ZDA. Odtlej so se VRE razširili z veliko 
hitrostjo in so sedaj problem v bolnišnicah po celem svetu (Uttley in sod., 1988; Frieden in 
sod., 1993; Bell in sod., 1998). Sevi VRE, prisotni v bolnišničnem okolju, so označeni kot 
»hospital-associated« oz. HA sevi (Arias in Murray, 2012).Zunaj človeškega telesa so 
zmožni preživeti dolgo časa, kar poveča možnost navzkrižne kontaminacije v bolnišnicah 
prek rok zdravstvenih delavcev, opreme in površin. To lahko vodi do izbruhov okužb v 
bolnišnicah in postavlja VRE med epidemiološko pomembne klinične patogene (Cilo in 
sod., 2014). Povzročajo različne infekcije, a splošno gledano niso močno virulentni in so 
pogosto prisotni le kot kolonizatorji (Mutters in sod., 2013). V nasprotju z MRSA za VRE 
ni strategij za dekolonizacijo pacientov oz. nosilcev, saj kot rezervoar služi cel 
gastrointestinalni trakt (Lee in sod., 2010). Dejavniki tveganja za kolonizacijo so podobni 
kot pri MRSA. Najpomembnejši korak za preprečevanje razširjanja VRE predstavljajo 
ustrezni higienski ukrepi in pravočasno odkrivanje nosilcev (Falk in sod., 2000).  
 
Pri enterokokih je opisanih šest tipov odpornosti proti vankomicinu glede na genotipske in 
fenotipske lastnosti. V petih primerih (VanA, B, D, E in G) gre za pridobljeno odpornost, 
pri VanC pa gre za intrinzično odpornost, ki je značilna za E. gallinarum in E. 
casseliflavus-E. flavescens (Courvalin, 2006; Dutta in Reynolds, 2003). Razdelitev na 
posamezne tipe temelji na zaporedju strukturnih genov za encime, ki omogočajo 
odpornost, ter na načinu regulacije ekspresije genov. Razvrščanje na podlagi stopnje 
odpornosti ni ustrezno, ker se MIK vrednosti za vankomicin in teikoplanin pri različnih 
tipih prekrivajo (Courvalin, 2006).  
 
Pri tej raziskavi smo se omejili na tipa VanA in VanB, ker je komplet reagentov FilmArray 
BCID sposoben javiti prisotnost determinante odpornosti vanA/B. 
2.4.2 Tip odpornosti VanA in operon vanA  
Tip odpornosti VanA je bil opisan prvi in je najpogostejši tip odpornosti proti 
glikopeptidnim antibiotikom pri enterokokih. Je edini, ki je najden tudi pri S. aureus. Sevi 
enterokokov s tipom odpornosti VanA kažejo visoko inducibilno odpornost proti 
vankomicinu (MIK vrednosti: 64–100 mg/l) in teikoplaninu (MIK vrednosti: 16–512 mg/l) 
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(Courvalin, 2006). Pri tem tipu odpornosti končni del pentapeptida namesto D-Ala-D-Ala 
predstavlja D-Ala-D-Lac, kar močno zniža afiniteto molekule za vezavo glikopeptidnih 
antibiotikov (Bugg in sod., 1991). 
 
Tip odpornosti VanA je posredovan s transpozonom Tn1546 in sorodnimi genetskimi 
elementi. Transpozon Tn1546 vsebuje gručo genov vanA in se prenaša s plazmidi ter 
občasno prek gostiteljevega kromosoma kot del večjih konjugativnih elementov 
(Handwerger in Skoble, 1995). Gruča genov vanA je najpogosteje prisotna pri E. faecium 
in E. faecalis, pa tudi pri E. avium, E. durans, E. raffinosus idr. (Courvalin, 2006). Tip 
odpornosti VanA je odgovoren tudi za odpornost proti vankomicinu pri VRSA sevih (tj. 
proti vankomicinu odporni S. aureus) (Qureshi in sod., 2014). 
2.4.3 Tip odpornosti VanB in operon vanB  
Tip odpornosti VanB omogoča inducibilno odpornost proti vankomicinu, ne pa tudi 
odpornosti proti teikoplaninu kot tip VanA. Stopnja odpornosti proti vankomicinu je pri 
tem tipu zelo variabilna (MIK vrednosti 4–1000 mg/l) (Courvalin, 2006). Glede na razlike 
v genetskih sekvencah lahko gručo genov vanB razdelimo v tri podtipe: vanB1, vanB2 in 
vanB3, a posamezen podtip ne določa stopnje odpornosti (Dahl in sod., 1999). Razširjanje 
odpornosti tipa VanB je v večini primerov povezano z gručo genov vanB2, ki se prenaša s 
konjugativnim transpozonom Tn916 (Courvalin, 2006). 
2.4.4 Proti vankomicinu odporni S. aureus 
Prvi znan izolat MRSA z znižano občutljivostjo na vankomicin je bil javljen leta 1997 na 
Japonskem (Hiramatsu in sod., 1997). Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) za 
vankomicin je bila pri tem sevu le nekoliko povečana, tako da je šlo za S. aureus z znižano 
občutljivostjo na vankomicin (VISA ali ang. »vancomycin intermediate resistant S. 
aureus«). Za izolate VISA je značilno, da ne posedujejo genetskih elementov za odpornost 
iz drugih mikroorganizmov, ampak jim znižano občutljivost omogočajo mutacije, ki se 
pojavijo in vivo ob izpostavljenosti patogena protimikrobni terapiji z vankomicinom 
(Gardete in Tomasz, 2014). Prvi izolati S. aureus z visoko stopnjo odpornosti proti 
vankomicinu so bili javljeni leta 2002 v ZDA. Šlo je za seve VRSA (ang. »vancomycin-
resistant S. aureus«) z MIK vrednostmi ≥16 µg/ml (Sievert in sod., 2008). Pri sevih VRSA 
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so bile odkrite kopije transpozona Tn1546, ki so bile pridobljene od enterokokov VRE. 
Večina prvih primerov VRSA v ZDA je bilo odkritih v ranah pacientov z diabetesom, ki so 
bile hkrati okužene z MRSA in VRE (Gardete in Tomasz, 2014). Mehanizem odpornosti 
proti vankomicinu je torej tak kot pri VRE – terminalni konci gradnikov celične stene so 
spremenjeni, kar močno zniža afiniteto za vezavo vankomicina (Severin in sod., 2004).  
2.5 ENTEROBAKTERIJE, KI IZLOČAJO KARBAPENEMAZE KPC IN IMAJO GEN 
blaKPC 
Enterobacteriaceae so družina po Gramu negativnih bacilov, ki so del normalne 
bakterijske mikrobiote v prebavilih (Shanmugam in sod., 2013). Hkrati so tudi pomembni 
povzročitelji okužb v bolnišničnem in domačem okolju. Znotraj družine je pogosto 
prisotna odpornost proti širokemu spektru antibiotikov. Velik problem predstavljajo 
enterobakterije, odporne proti cefalosporinom razširjenega spektra, proti katerim so bili in 
so še uporabljani karbapenemski antibiotiki. Nova težava je nastopila s pojavom 
odpornosti proti karbapenemom, sploh pri K. pneumoniae in E. coli (Gupta in sod., 2011; 
Shanmugam in sod., 2013). Okužbe z enterobakterijami, odpornimi proti karbapenemom, 
so pogosto povezane z visoko smrtnostjo, v večini primerov gre za okužbe v bolnišničnem 
okolju (Bratu in sod., 2005).Dejavniki tveganja za okužbe in kolonizacijo z 
enterobakterijami, odpornimi proti karbapenemom, so podobni kot pri MRSA in VRE. 
Pomemben dejavnik predstavlja tudi antimikrobna terapija s karbapenemi, cefalosporini, 
fluorokinoloni in vankomicinom (Gupta in sod., 2011; Hussein in sod., 2009; Schwaber in 
sod., 2008; Wiener-Well in sod., 2010). 
 
Odpornost proti karbapenemom lahko bakterije razvijejo na tri načine – s spremembami 
proteinov PBP, z beta-laktamazami, ki lahko hitro razgradijo karbapeneme, ali s 
spremembo prepustnosti membrane, ki je posledica izgube specifičnih porinov iz zunanje 
membrane (Zhanel in sod., 2007).  
2.5.1 Karbapenemaze KPC 
Osredotočili smo se na karbapenemazo KPC, ki je bila prvič dokazana pri bakteriji 
Klebsiella pneumoniae. Kodira jo gen blaKPC, ki ga je komplet reagentov FilmArray BCID 
sposoben zaznati. 
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Karbapenemaze so obširna in raznolika skupina mikrobnih encimov, ki hidrolizirajo 
karbapeneme in druge beta-laktamske antibiotike. Najpogosteje jih razvrščamo glede na 
molekularno strukturo po Amblerjevi klasifikaciji. Po tej klasifikaciji delimo 
karbapenemaze v skupine A, B in D. Karbapenemaze KPC spadajo v skupino A. Zanje je 
značilno, da imajo na aktivnem mestu aminokislino serin. Enako velja za karbapenemaze 
iz skupine D; karbapenemaze iz skupine B (t. i. metalo-beta-laktamaze) pa za delovanje 
potrebujejo cink kot kofaktor (Queenan in Bush; 2007). Karbapenemaze KPC se 
razlikujejo glede na mutacije, ki povzročajo spremembe v aminokislinah in so označene s 
števili (npr. KPC-1) (Munoz-Price in Quinn, 2009). Karbapenemaze KPC so bile primarno 
zaznane pri K. pneumoniae, prisotne pa so tudi pri drugih enterobakterijah (E. coli, K. 
oxytoca, Serratia spp., Enterobacter spp., Salmonella spp., Morganella morganii, 
Citrobacter freundii) in pri nefermentirajočih bakterijah (P. aeruginosa, P. putida) 
(Hindiyeh in sod., 2008; Munoz-Price in Quinn, 2009). Geni, ki nosijo zapis za 
karbapenemaze KPC, so blaKPC in se navadno nahajajo na mobilnih genetskih elementih – 
transpozonih Tn4401. Ti omogočajo prehajanje genov med plazmidi in bakterijskimi 
vrstami. Prenos genov med bakterijami poteka z rekombinacijami in prek plazmidov. Na 
transpozonu Tn4401 se nahajajo tudi geni za druge beta-laktamaze. Veliko bakterij, ki 
imajo KPC, je sočasno odpornih tudi proti drugim beta-laktamskim antibiotikom (Munoz-
Price in Quinn, 2009). Dokazovanje prisotnosti karbapenemaz KPC je lahko zahtevno. 
Določimo lahko vrednosti MIK za karbapeneme, kar pa je lahko zavajajoče. Nižje 
aktivnosti karbapenemaz namreč pri določitvi MIK pogosto podajo zavajajoče informacije 
o občutljivosti seva, čeprav so karbapenemaze prisotne. Drugi postopki dokazovanja 
prisotnosti KPC so še modificiran Hodge-ov test, Carba NP test, Rosco diski in 
dokazovanje genov za karbapenemaze s PCR (verižno reakcijo s polimerazo) (Nordmann 
in sod., 2009; Queenan in Bush, 2007).  
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3 MATERIAL IN METODE 
Skupno smo pregledali 50 pozitivnih hemokulturnih stekleničk, odvzetih 50 bolnikom. Na 
osnovi gramskega razmaza smo jih razdelili v štiri skupine: v skupino, kjer so bili po 
Gramu negativni bacili, v skupino po Gramu pozitivnih kokov v skupinah, v skupino po 
Gramu pozitivnih diplokokov in verižic ter v skupino polimikrobnih hemokultur.  
3.1 HEMOKULTURA 
Pozitivne stekleničke  smo obravnavali po notranjem protokolu laboratorija. Najprej smo iz 
vsebine stekleničke naredili neposredni razmaz in ga obarvali po Gramu. Sledilo je 
precepljanje hemokultur na gojišča za aerobne in anaerobne organizme in precepljanje na 
gojišče, namenjeno direktnemu antibiogramu (Mueller Premru in Pirš, 2015). Dobljene 
rezultate kultivacije in identifikacije (t. i. »končne rezultate«) smo primerjali z rezultati, 
dobljenimi s tremi primerjanimi molekularnimi metodami. 
 
Slika 1: Gramski razmaz iz pozitivne polimikrobne hemokulture z mešano kulturo po Gramu negativnih 
bacilov in po Gramu pozitivnih kokov v verižicah (Foto: Laboratorij za hemokulture in druge urgentne 
mikrobiološke preiskave, Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v 
Ljubljani. 2015). 
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3.1.1 Oprema 
• Avtomatski inkubator in analizator BacT/ALERT® 3D (BioMérieux), 
• Avtomatski inkubator in analizator Bactec 9240 (Becton Dickinson) in podobni 
Bactec 9120 (Becton Dickinson), 
• Bactec Plus Aerobic F (steklenička za aerobne bakterije in glive), 
• Bactec Lytic Anaerobic F (steklenička za anaerobne bakterije), 
• Bactec Peds Plus F (otroška steklenička), 
• BacT/ALERT FA Plus (steklenička za aerobne bakterije in glive), 
• BacT/ALERT FN Plus (steklenička za anaerobne bakterije), 
• BacT/ALERT PF Plus (otroška steklenička). 
3.1.2 BacT/ALERT avtomatski inkubator in analizator ter pripadajoče stekleničke 
Sistem BacT/ALERT je inkubator in detektor z odprtinami, v katere vstavimo 
hemokulturne stekleničke. Vsaka odprtina vsebuje detektor pozitivnih hemokulturnih 
stekleničk. Detektor sestoji iz diode, ki oddaja rdečo svetlobo, ter fotodiode, ki rdečo 
svetlobo sprejema. Svetloba, ki jo prva dioda oddaja, se odbija od senzorja CO2 na 
sprejemno fotodiodo. Vsaka steklenička ima na dnu senzor CO2, ki ga od vsebine ločuje 
polprepustna membrana. Membrana je neprepustna za večino ionov, omogoča pa prehod 
CO2, ki ga proizvajajo organizmi, ki rastejo v steklenički. Ob raztapljanju CO2 v vodi pride 
do padca pH, kar povzroči spremembo barve senzorja. To poveča količino rdeče svetlobe, 
odbite od senzorja na fotodiodo. Inštrument skenira vsako odprtino vsakih 10 minut, 
prejete signale pa pomnoži in filtrira ter jih posreduje integriranemu računalniku v analizo. 
Koncentracija CO2 vsake stekleničke je tekom analize primerjana sama s seboj namesto s 
stalno, predhodno nastavljeno vrednostjo. Pozitivna steklenička je javljena z zvočnim 
signalom (Thorpe in sod., 1990). V naši raziskavi smo delali s tremi različnimi tipi 
stekleničk. BacT/ALERT FA Plus in BacT/ALERT FN Plus sta steklenički za odrasle 
paciente. Prva je prilagojena za aerobne bakterije in glive ter vsebuje 30 ml kompleksnega 
obogatenega gojišča z adsorpcijskimi polimernimi kroglicami, ki nevtralizirajo antibiotike. 
Druga vsebuje več gojišča (40 ml) in je prilagojena za rast anaerobnih bakterij. Obe 
sprejmeta do 10 ml vzorca krvi. Otroška steklenička BacT/ALERT PF Plus sprejme do 4 
ml vzorca krvi in vsebuje 30 ml gojišča (BioMérieux SA, 2017). 
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3.1.3 Avtomatski inkubator in analizator BACTEC 
Sistem BACTEC je, tako kot BacT/ALERT, avtomatiziran sistem za inkubacijo in 
detekcijo bakterij v hemokulturnih stekleničkah. Vsaka steklenička ima na dnu CO2 
senzor, ki je občutljiv na spremembo pH. Padec pH poveča zaznano fluorescenco senzorja, 
s čimer se spremeni signal na optičnih in elektronskih komponentah inštrumenta. 
Računalniški sistem na podlagi sprememb fluorescence v času generira rastno krivuljo, ki 
se avtomatsko analizira po algoritmih za detekcijo rasti. Pozitivno stekleničko javi z 
zvočnim signalom (Nolte in sod., 1993). 
3.2 MASNA SPEKTROMETRIJA ZA DIREKTNO IDENTIFIKACIJO BAKTERIJ IZ 
POZITIVNIH HEMOKULTUR 
3.2.1 Saponinska metoda za direktno identifikacijo bakterij iz pozitivnih 
hemokultur s sistemom masne spektrometrije (MALDI-TOF, Bruker 
Daltonics, ZDA) 
3.2.1.1 Oprema 
• Zaščitne rokavice in oblačila**, 
• zaščitna komora – laminarij (Iskra)**, 
• 1,5 ml mikrocentrifugirke (Eppendorf)**, 
• brizge**, 
• igle za precepljanje hemokultur**, 
• plastične pipete (pasteurke)*, 
• avtomatska pipeta (Eppendorf)*, 
• centrifuga MiniSpin® plus (Eppendorf)*, 
• vibracijski stresalnik*, 
• deionizirana voda (Sigma-Aldrich)*, 
• leseni zobotrebci*, 
• MALDI-TOF (Bruker Daltonics, ZDA)*, 
• ploščica in reagent za identifikacijo MALDI iz kulture (MALDI-TOF, Bruker 
Daltonics, ZDA)*, 
• 5 % saponinski litični reagent. 
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Opremo označeno s simboloma * in ** smo uporabljali pri obeh metodah, ki sta temeljili 
na masni spektrometriji za identifikacijo bakterij iz pozitivnih hemokultur. Opremo 
označeno s simbolom ** smo uporabljali tudi pri FilmArray metodi. 
3.2.1.2 Postopek 
Z iglo in brizgo smo v mikrocentrifugirko prenesli 1 ml vsebine pozitivne hemokulturne 
stekleničke (Bactec ali BacT/ALERT). Stekleničko smo pred tem temeljito pretresli. Z 
avtomatsko pipeto smo dodali 200 µl saponinskega litičnega reagenta. Po 5 minutah 
inkubacije pri sobni temperaturi smo 1 minuto centrifugirali pri 14 500 obratih na minuto. 
Supernatant smo previdno odstranili in ga zavrgli. Pelet (tj. usedlino) smo previdno 
resuspendirali z 1 ml deionizirane vode. Zatem smo ponovno centrifugirali 1 minuto pri 14 
500 obratih na minuto. Supernatant smo znova odstranili in ga zavrgli. Usedlino smo z 
lesenim zobotrebcem nanesli na kovinsko ploščico MALDI-TOF. Dodali smo 1 µl 
matriksa (tj. reagenta MALDI za identifikacijo iz kultur), počakali, da se je posušil, ter 
vzorec analizirali z sistemom masne spektrometrije MALDI-TOF (Bruker Daltonics, 
ZDA). Shema dela je prikazana na Sliki 2. Vsak vzorec smo na ploščico MALDI-TOF 
nanesli v treh ponovitvah ter položaje vzorcev na ploščici zabeležili na protokolni list. Pri 
našem postopku dela nismo izvajali dodatnega koraka ekstrakcije z mravljinčno kislino. 
 
Rezultate smo vrednotili s točkovanjem, podanim z vrednostmi »value score« sistema 
masne spektrometrije MALDI-TOF v skladu z navodili proizvajalca Bruker Daltonics, 
ZDA (Martiny in sod., 2012): 
• 0,000–1,699 nezanesljiva identifikacija, 
• 1,700–1,999 verjetna identifikacija na nivoju rodu, 
• 2,000–2,299 zanesljiva identifikacija na nivoju rodu, verjetna identifikacija na 
nivoju vrste, 
• 2,300–3,000 zelo verjetna identifikacija na nivoju vrste.  
Vrednost »value score« je podana ob vsaki posamezni identifikaciji. Pri našem delu smo 
upoštevali le rezultate z vrednostjo »value score« ≥ 1,7. Kriterij je bil enak za obe metodi, 
kjer smo uporabljali sistem masne spektrometrije MALDI-TOF. Postopka ob negativnem 
rezultatu praviloma nismo ponavljali, da so pogoji ostali enakovredni za vse metode. 
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Ponovili smo ga, če je bila med izvajanjem narejena človeška napaka (npr. če je pelet 
odstopil in bil zavržen med odstranjevanjem supernatanta). 
 
 
Slika 2: Shema dela pri metodi obdelave vzorca s saponinom za pregled s sistemom masne spektrometrije 
(prirejeno po Martiny in sod., 2012: 2275). 
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3.2.2 Komplet reagentov Sepsityper (Bruker) za direktno identifikacijo bakterij iz 
pozitivnih hemokultur s sistemom masne spektrometrije (MALDI-TOF, 
Bruker Daltonics, ZDA) 
3.2.2.1 Oprema 
• Komplet reagentov Sepsityper (Bruker) – lizirajoči pufer, pufer za spiranje, 
• etanol,  
• acetonitril, 
• 70 % mravljinčna kislina. 
Ostala oprema je bila enaka kot pri postopku obdelave vzorcev s saponinsko metodo 
(označeno z * in ** pri podpoglavju 3.2.1.1). 
3.2.2.2 Postopek 
Predpriprava vzorca 
Z iglo in brizgo smo prenesli 1 ml vsebine pozitivne hemokulturne stekleničke (Bactec ali 
BacT/ALERT) v mikrocentrifugirko. Stekleničko smo pred tem temeljito pretresli. Dodali 
smo 200 µl pufra za liziranje (lysis buffer) iz kompleta reagentov Sepsityper in nato 10–15 
sekund stresali na vibracijskem mešalniku. Eno minuto smo centrifugirali pri 13 000 
obratih na minuto. Supernatant smo previdno odpipetirali in ga zavrgli. Usedlino smo 
sprali z 1 ml pufra za spiranje (wash buffer) iz kompleta reagentov Sepsityper ter ponovno 
centrifugirali pri enakih pogojih. Supernatant smo znova odpipetirali in zavrgli.  
Ekstrakcija in nanos na ploščico MALDI-TOF  
Usedlini smo dodali 300 µl deionizirane vode, jo resuspendirali in dodali še 900 µl etanola. 
Deset sekund smo stresali na vibracijskem stresalniku in nato 2 minuti centrifugirali pri 13 
000 obratih na minuto. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli. Mikrocentrifugirko z 
vzorcem smo pustili odprto, da je etanol izhlapel. Zatem smo usedlini (peletu) dodali 30–
40 µl mravljinčne kisline (količino smo ocenili glede na velikost usedline). Vzorec smo 
resuspendirali ter dodali enako količino acetonitrila. Deset sekund smo stresali na 
vibracijskem stresalniku in 2 minuti centrifugirali pri 13 000 obratih na minuto. Z 
avtomatsko pipeto smo 1 µl supernatanta nanesli na kovinsko ploščico MALDI-TOF. Ko 
se je vzorec na ploščici posušil, smo čez nanesli 1 µl matriksa – reagenta MALDI za 
identifikacijo iz kultur. Ko se je vse skupaj posušilo, smo ploščico z vzorcem analizirali s 
sistemom masne spektrometrije MALDI-TOF (Bruker Daltonics, ZDA). Vsak vzorec smo 
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na ploščico MALDI-TOF nanesli v treh ponovitvah ter položaje vzorcev na ploščici 
zabeležili na protokolni list. Upoštevali smo rezultat z najvišjo vrednostjo. Vrednotenje 
rezultatov je potekalo enako kot pri metodi obdelave vzorca s saponinom. Tako kot pri 
saponinski metodi postopka ob negativnem rezultatu nismo ponavljali, če ni bila že med 
izvajanjem ugotovljena človeška napaka. 
3.3 AVTOMATSKI SISTEM ZA VGNEZDENI MULTIPLI PCR FILMARRAY S 
KOMPLETOM REAGENTOV BLOOD CULTURE IDENTIFICATION (BCID) 
(BioFire Diagnostics, ZDA)  
3.3.1 Oprema 
• Inštrument FilmArray (priključen na računalnik), 
• nalagalna podlaga FilmArray,  
• individualno pakirane kartuše FilmArray BCID, 
• viale za enkratno uporabo s pufrom za vzorce (Sample buffer) (0,5 ml),  
• viale za enkratno uporabo s hidracijsko raztopino (Hydration solution) (1,5 ml),  
• individualno pakirane plastične pipete, 
• individualno pakirane brizge za vbrizg vzorca v delovno ploščico s pritrjeno kanilo,  
• individualno pakirane brizge za vbrizg hidracijske raztopine v delovno ploščico s 
pritrjeno kanilo. 
Ostala oprema je bila enaka kot pri postopku obdelave vzorcev s saponinsko metodo 
(označeno z ** pri podpoglavju 3.2.1.1). 
3.3.2 Postopek 
Predpriprava vzorca 
Z iglo in brizgo smo prenesli 1 ml vsebine pozitivne hemokulturne stekleničke (Bactec ali 
BacT/ALERT) v mikrocentrifugirko. Stekleničko smo pred tem temeljito pretresli.  
Postopek po navodilih proizvajalca 
1. Priprava kartuše FilmArray  
Najprej smo temeljito očistili delovno površino in plastično nalagalno podlago. Zatem smo 
kartušo vstavili v režo nalagalne postaje tako, da sta se rdeča in modra oznaka na kartuši 
ujemali z oznakami na nalagalni postaji. V modro odprtino nalagalne postaje smo vstavili 
vialo s hidracijsko raztopino, v rdečo odprtino pa rdečo vialo s pufrom za vzorce. 
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2. Hidracija kartuše FilmArray  
Z brizgo smo potegnili hidracijsko raztopino iz modre viale do oznake 1 ml. Pri tem smo 
bili pozorni, da ni prišlo do tvorbe mehurčka v spodnjem delu brizge. S konico brizge smo 
prebodli z modro puščico označeno plastično membrano na kartuši. Vakuum kartuše je 
sam posesal ustrezno količino hidracijske raztopine v kartušo. Pazili smo, da gibanje 
zadnjega dela brizge ni bilo ovirano. Zatem smo preverili, če je bila kartuša hidrirana 
uspešno (v prozornih plastičnih razdelkih je morala biti vidna tekočina). 
3. Priprava vzorca 
Z brizgo za vbrizg vzorca smo v kartušo prenesli 0,1 ml vsebine pozitivne hemokulturne 
stekleničke iz mikrocentrifugirke v rdečo vialo s pufrom za vzorce. Z brizgo smo vzorec in 
pufer temeljito premešali. 
4. Nalaganje vzorca v delovno kartušo FilmArray  
Z brizgo za nalaganje vzorca smo posrkali 0,3 ml vzorčne mešanice, pri čemer smo pazili, 
da ni prišlo do tvorbe mehurčkov. S kanilo smo nato predrli mesto oz. membrano na 
kartuši, ki ga je v tem primeru nakazovala rdeča puščica na nalagalni postaji. Tudi v tem 
primeru je bil vzorec v kartušo posesan avtomatsko s pomočjo vakuuma. Spet smo 
preverili, če je bilo nalaganje v ploščico uspešno. 
5. Vstavitev kartuše FilmArray v aparat in zagon postopka 
Inštrument FilmArray je povezan z računalnikom, na katerem nas je programska oprema 
»FilmArray Instrument Control Software« vodila pri vsakem koraku dela. Koraki so bili: 
vstavljanje kartuše v inštrument, skeniranje identifikacijske kode na ploščici, 
poimenovanje vzorca in registracija uporabnika. Ko smo po navodilih navedli vse potrebne 
informacije in smo ploščico pravilno vstavili, smo zagnali postopek. Pri tem nam je 
program takoj izpisal predviden čas postopka.  
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Pregled molekularnih postopkov, ki so sledili vstavljanju kartuše FilmArray BCID v 
inštrument: 
 
Slika 3: Shema kartuše FilmArray, ki prikazuje krožne žepe, cevne predelke ter cevčice (črna obroba) ter 
funkcijske regije (rdeča obroba). Oznaka »1. PCR« se nanaša na mnogokratni PCR, »2. PCR« pa na 
vgnezdeni PCR (prirejeno po Poritz in sod., 2011: 3).  
6. Liza celic 
Prvi cevni razdelek je vseboval naš vzorec skupaj z liofiliziranimi kvasovkami 
Schizosaccharomyces pombe, ki služijo kot kontrola procesa. Vse skupaj je potovalo v prvi 
plastičen žep kartuše (označen na Sliki 3, »Liza celic«), kjer sta v 60 sekundah s pomočjo 
keramičnih kroglic potekala mehansko razbitje in liza celic (Poritz in sod., 2011).  
7. Osamitev in čiščenje nukleinskih kislin 
Sledila je osamitev nukleinskih kislin s premikanjem vzorca preko magnetnih kroglic. 
Magnet je te kroglice ulovil v poseben razdelek, sledilo je večkratno spiranje s pufrom iz 
več plastičnih cevnih razdelkov. Eluirane nukleinske kisline so nadaljevale pot v razdelek, 
kjer se je nahajal liofiliziran pelet oligonukleotidnih začetnikov za prvo stopnjo verižne 
reakcije s polimerazo (PCR), ki se je ob tem resuspendiral (Poritz in sod., 2011). Ta korak 
je potekal v drugem in tretjem krožnem plastičnem žepu kartuše (označena na Sliki 3, 
»Čiščenje in ekstrakcija DNA/RNA«). Liza in osamitev sta skupaj trajali približno 10 
minut, kar je nakazoval mletju podoben zvok. 
8. Mnogokratni PCR 
Mnogokratni PCR omogoča pomnožitev več tarčnih odsekov nukleinskih kislin v sklopu 
ene reakcije (Strommenger in sod., 2003). Reverzna transkripcija in PCR prve stopnje sta 
potekala v 4. in 5. krožnem plastičnem žepu kartuše (označen na Sliki 3, »1. PCR«). 
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Reakcijska mešanica za PCR je šla iz plastičnega cevnega razdelka najprej v 4. krožni žep. 
Žepa sta bila do dosega primerne temperature ločena, nato pregrade med njima ni bilo več. 
Tekom reverzne transkripcije in PCR se je reakcijska mešanica mešala s pretakanjem med 
obema žepoma. Na koncu procesa je bilo v dveh korakih redčenja vse skupaj razredčeno za 
več kot 200-krat – najprej s pufrom TE (Tris-EDTA), nato še s reakcijsko mešanico za 
PCR (Poritz in sod., 2011). Vsi reagenti so bili vakuumsko zapakirani znotraj kartuše in so 
se avtomatsko sproščali v omenjene žepe. Na tej stopnji smo v 20 pomnoževalnih ciklih 
pridobili 200–500 bp dolge pomnožke vsake tarče (Blaschke in sod., 2012).  
9. Vgnezdeni PCR 
Druga stopnja procesa PCR je potekala v črnih cevčicah (ang. »wells«) na kartuši (označen 
na Sliki 3, »2. PCR«) (Poritz in sod., 2011). Vgnezdeni PCR je sicer izjemno občutljiva 
metoda, kjer je tarča pomnožena v dveh korakih. Na prvi stopnji je šlo za pomnoževanje z 
uporabo para zunanjih oligonukleotidnih začetnikov. Ta pomnožek PCR je bil nato 
razredčen in je šel še skozi drugo stopnjo pomnoževanja z uporabo oligonukleotidnih 
začetnikov, ki so se vezali znotraj prvega pomnožka PCR. Produkt druge stopnje je aparat 
zaznal s končno analizo (Blaschke in sod., 2012; Poritz in sod., 2011, Sotlar in sod., 2004). 
Druga stopnja PCR je potekla v 25 ciklih in pri višjih temperaturah. Oligonukleotidni 
začetniki druge faze so se torej »vgnezdili« znotraj prvega pomnožka in so pomnoževali 
krajši produkt. Vgnezdeni PCR je s tem omogočil povečano občutljivost in specifičnost 
(Blaschke in sod., 2012; Poritz in sod., 2011).  
10. Analiza podatkov 
Po zadnjem ciklu PCR je bil vzorec najprej 5 sekund pri 63 °C, čemur je sledil 
temperaturni porast od 68 °C do 95 °C, ki je potekal po 0,5 °C na sekundo. Inštrument je 
zbiral slike fluorescence in pripadajoče informacije o temperaturi desetkrat na sekundo. 
Pridobljena je bila talilna krivulja. Ta je definirana kot povprečna intenziteta fluorescence 
posamezne cevčice v funkciji s temperaturo in je osnova algoritma za avtomatizirano 
analizo. Avtomatizirana analiza je potekla hierarhično – najprej za posamezne cevčice, 
nato po pripadajočih skupkih cevčic ter končno še za vsak organizem posebej. Analiza je 
bila najprej izvedena na kontrolah in se je nadaljevala (in dala rezultat) le, če so bili ti 
rezultati pozitivni. Če je dala kontrola negativen rezultat, je bil postopek javljen kot 
neveljaven. Za vsako cevčico sta bila analizirana oblika krivulje in položaj njenega vrha. 
Rezultat je bil javljen kot negativen, če sta bili v posameznem skupku cevčic negativni dve 
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cevčici ali več. Rezultat je bil pozitiven, če sta bili dve talilni temperaturi pozitivnega 
pomnožka znotraj za test značilnega okvirja. Organizmi, ki so imeli v matriki pozitivno le 
po eno cevčico, so bili javljeni kot neznani (Poritz in sod., 2011). Ob zaključku se je na 
zaslonu računalnika pojavil razdelek s pregledno podanimi rezultati.  
3.4 DOLOČANJE OBČUTLJIVOSTI BAKTERIJ ZA ANTIBIOTIKE 
Pravilnost rezultatov o prisotnosti genov za odpornost, pridobljenih s kompletom 
reagentov FilmArray BCID, so preverjali z metodami določanja občutljivosti bakterij za 
antibiotike, ki se rutinsko izvajajo v Laboratoriju za hemokulture in druge urgentne 
mikrobiološke preiskave (HEM). Iz pozitivnih hemokulturnih stekleničk so bili narejeni 
antibiogrami s Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo oz. z določanjem minimalnih 
inhibitornih koncentracij (MIK) z E-testi. Rezultati direktnega antibiograma iz pozitivne 
hemokulturne stekleničke so bili v večini primerov odčitani že po 8 urah rasti (Mueller 
Premru in Pirš, 2015). Standardizirane antibiograme so pripravili in odčitali po evropskih 
smernicah EUCAST (European Commite on Antimicrobial Suspecibility Testing). 
Omenjene postopke so izvedli v Laboratoriju za hemokulture in druge urgentne 
mikrobiološke preiskave (HEM). Pri našem delu smo se opirali na pridobljene podatke, ki 
so bili podani v končnem izvidu posameznega pacienta. 
3.5 VREDNOTENJE REZULTATOV 
Rezultat posamezne metode smo primerjali s končnim rezultatom, ki je bil pridobljen po 
standardnem rutinskem postopku kultivacije in identifikacije v Laboratoriju za 
hemokulture in druge urgentne mikrobiološke preiskave ter je bil podan v končnem izvidu 
pacienta. Standardni postopki kultivacije, identifikacije in določanje občutljivosti bakterij 
za antibiotike so izvedli zaposleni v Laboratoriju za hemokulture in druge urgentne 
mikrobiološke preiskave.  
3.5.1 Po Gramu negativni bacili  
Identifikacija, ki je do vrste identificirala vse organizme, prisotne v kliničnem vzorcu, je 
bila popolna. Kadar je podala le rod ali družino organizma, ne pa tudi vrste oziroma je 
identificirala le eno vrsto (v polimikrobnih primerih), je bila nepopolna. Napačna je bila 
identifikacija, ki je namesto prisotnega organizma podala drugega na kateremkoli 
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taksonomskem nivoju. Podatka o ESBL nam ni bila zmožna podati nobena od treh 
primerjanih metod.  
3.5.2 Po Gramu pozitivni koki v skupinah 
Veljali so enaki kriteriji kot pri po Gramu negativnih bacilih. Nobena od metod, ki sta 
temeljili na masni spektrometriji MALDI-TOF, nam ni mogla podati informacij o 
prisotnosti determinant za odpornost proti antibiotikom, zato smo tudi identifikacije brez 
teh podatkov smatrali kot pravilne. 
 
Pri metodi FilmArray smo kot popolne smatrali rezultate, ki so določili S. aureus, ostale 
stafilokoke pa le do rodu, ker so v večini primerov kontaminanti. Od te metode smo 
pričakovali tudi podatek o prisotnosti determinant za odpornost. V kolikor metoda tega 
podatka ni javila (lažno negativen rezultat), a je podala identifikacijo mikroorganizma, je 
bil rezultat smatran kot nepopoln.  
 
Kot nepopoln je bil smatran tudi rezultat, (i) ki ni do vrste identificiral ostalih prisotnih 
mikroorganizmov (ki niso bili stafilokoki), (ii) ni identificiral vseh prisotnih 
mikroorganizmov. Napačna je bila identifikacija, ki je namesto prisotnega organizma 
podala drugega na kateremkoli taksonomskem nivoju. 
3.5.3 Po Gramu pozitivni diplokoki in verižice 
Za saponinsko metodo in metodo Sepsityper so veljali enaki kriteriji kot pri po Gramu 
negativnih bacilih. Nobena od teh metod nam ni mogla podati informacij o prisotnosti 
determinant za odpornost proti antibiotikom, zato smo tudi identifikacije brez teh podatkov 
smatrali kot pravilne. 
 
Pri metodi FilmArray smo pričakovali tudi podatek o prisotnosti determinant za odpornost 
proti vankomicinu (vanA/B). Kot popoln rezultat smo smatrali pravilno do vrste 
identificiran mikroorganizem (ali več le-teh) ter pravilen podatek o prisotnosti 
determinante za odpornost. Nepopolna je bila identifikacija, ki (i) ni podala vseh 
organizmov, (ii) je podala rod ali družino organizma, ne pa vrste. Napačna je bila 
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identifikacija, ki je namesto prisotnega organizma podala drugega na kateremkoli 
taksonomskem nivoju. 
3.5.4 Statistična obdelava rezultatov s testom hi-kvadrat  
Uporabili smo preizkus hi-kvadrat. Primerjali smo število pravilnih identifikacij z MALDI-
TOF MS, kjer smo primerjali saponinsko metodo in metodo s kompletom reagentov 
Sepsityper  ter metodo multiplega PCR s kompletom reagentov FilmArray. Preizkus smo 
naredili za vseh 61 izolatov tako iz monomikrobnih kot polimikrobnih vzorcev.  
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4  REZULTATI 
Skupno smo pregledali 50 pozitivnih hemokulturnih stekleničk. V 16 monomikrobnih 
stekleničkah so bili po Gramu negativni bacili. V 11 monomikrobnih stekleničkah so bili 
po Gramu pozitivni koki v skupinah. V 15 monomikrobnih stekleničkah so bili po Gramu 
pozitivni koki v verižicah oz. diplokoki. Pri 8 bolnikih je bila bakteriemija polimikrobna. 
 
Skupno smo obravnavali 61 bakterijskih izolatov, od tega 35 (57,4 %) po Gramu 
pozitivnih in 26 (42,6 %) po Gramu negativnih (Preglednica 2). S standardnimi metodami 
kultivacije in identifikacije je bilo ugotovljeno, da spadajo v 28 različnih bakterijskih vrst. 
Zaradi majhnega števila vzorcev se odstotni deleži prisotnosti posameznih 
mikroorganizmov razlikujejo od omenjenih v Preglednici 1.  
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Preglednica 2: Pregled bakterijskih primoizolatov v sklopu magistrskega dela in njihovi odstotni deleži. 
Izolat Skupno (61 = 100 %) 
Po Gramu pozitivne bakterije 35 (57,4 %) 
Staphylococcus aureus (2 MRSA) 8 (13,1 %) 
Enterococcus faecium (1 VRE) 6 (9,8 %) 
Staphylococcus epidermidis  5 (8,2 %) 
Streptococcus pneumoniae 4 (6,6 %) 
Enterococcus faecalis 3 (4,9 %) 
Streptococcus salivarius 2 (3,3 %) 
Peptoniphilus harei 1 (1,6 %) 
Staphylococcus capitis 1 (1,6 %) 
Streptococcus agalactiae 1 (1,6 %) 
Streptococcus anginosus 1 (1,6 %) 
Streptococcus equi 1 (1,6 %) 
Streptococcus oralis 1 (1,6 %) 
Streptococcus pyogenes (sk. A) 1 (1,6 %) 
Po Gramu negativne bakterije 26 (42,6 %) 
Escherichia coli 6 (9,8 %) 
Klebsiella pneumoniae (1 ESBL) 3 (4,9 %) 
Proteus mirabilis 3 (4,9 %) 
Pseudomonas aeruginosa 3 (4,9 %) 
Bacteroides fragilis 1 (1,6 %) 
Bacteroides ovatus 1 (1,6 %) 
Bacteroides thetaiotaomicron 1 (1,6 %) 
Citrobacter freundii 1 (1,6 %) 
Enterobacter cloacae 1 (1,6 %) 
Enterobacter kobei 1 (1,6 %) 
Haemophilus influenzae 1 (1,6 %) 
Klebsiella oxytoca 1 (1,6 %) 
Prevotella buccae 1 (1,6 %) 
Providencia stuartii 1 (1,6 %) 
Salmonella sp. 1 (1,6 %) 
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4.1 PO GRAMU NEGATIVNI BACILI  
Skupno je bilo pregledanih 16 pozitivnih monomikrobnih hemokulturnih stekleničk, v 
katerih so rasli po Gramu negativni bacili. V enem primeru je šlo za K. pneumoniae z beta-
laktamazami razširjenega spektra oz. ESBL. 
Preglednica 3: Rezultati identifikacij v skupini 16 hemokulturnih stekleničk (HK) s po Gramu negativnimi 
bacili. Primerjava metode z avtomatskim sistemom za vgnezdeni multipli PCR FilmArray, metode MS s 
pripravama vzorcev po saponinski metodi ter s kompletom reagentov Sepsityper in klasične kultivacije z 
identifikacijo. 
HK Saponin Sepsityper FilmArray 
Končni rezultat  
kultivacije in identifikacije 
1 E. cloacae E. cloacae 
Enterobacter cloacae 
complex 
Enterobacter cloacae 
2 E. coli E. coli E. coli Escherichia coli 
3 E. coli E. coli E. coli Escherichia coli 
4 E. coli E. coli E. coli Escherichia coli 
5 H. influenzae / H.influenzae Haemophilus influenzae 
6 K. oxytoca K. oxytoca K. oxytoca Klebsiella oxytoca 
7 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae 
8 K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae 
Klebsiella pneumoniae - 
ESBL 
9 P. buccae P. buccae / Prevotella buccae 
10 / P. mirabilis Proteus* Proteus mirabilis 
11 P. mirabilis P. mirabilis Proteus* Proteus mirabilis 
12 P. stuartii P. stuartii / Providencia stuartii 
13 P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
14 P. aeruginosa P.aeruginosa P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
15 / P. aeruginosa P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
16 Salmonella sp. Salmonella sp. Enterobacteriaceae* Salmonella sp. 
* - identifikacija do višjega taksonomskega nivoja  
ESBL – bakterija izloča beta-laktamaze razširjenega spektra 
4.1.1  Saponin 
Metoda obdelave vzorca s sapononinom za MALDI-TOF MS je dala pozitiven in popoln 
rezultat v 14 primerih (87,5 %), v 2 primerih (12,5 %) pa metoda rezultata ni dala.  
4.1.2 Sepsityper 
Predpriprava vzorca za MALDI-TOF MS s kompletom reagentov Sepsityper je dala 15 
pravilnih in popolnih identifikacij (93,8 %). V 1 primeru (6,2 %) metoda rezultata ni dala. 
Burger P. Primerjava treh novih molekularnih metod za identifikacijo bakterij iz pozitivnih hemokultur. 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
32 
4.1.3 FilmArray 
Od 16 vzorcev je smo z avtomatskim sistemom za vgnezdeni multipli PCR FilmArray 
popolno in pravilno identificiral bakterije do vrste v 11 primerih (68,8 %), identifikacijo do 
višje taksonomske enote je dal v 3 primerih (18,8 %). Pravilne identifikacije smo skupno 
tako dobili v 14 primerih (87,6 %). Metoda rezultata ni dala v 2 primerih (12,5 %). V obeh 
primerih je šlo za bakteriji, ki ju metoda ni zmožna identificirati, ker nima 
oligonukleotidnih začetnikov za te tarče (Preglednici 3 in 6).  
4.2 PO GRAMU POZITIVNI KOKI V SKUPINAH 
Skupno je bilo pregledanih 11 pozitivnih hemokulturnih stekleničk, v katerih so rasli po 
Gramu pozitivni koki v skupinah. Staphylococcus aureus je bil prisoten v kar 7 
monomikrobnih vzorcih od 11 (63,6 %). V dveh primerih je šlo za MRSA. V ostalih 
vzorcih so bili koagulaza-negativni stafilokoki (KNS). 
Preglednica 4: Rezultati identifikacij v skupini 11 hemokulturnih stekleničk (HK) s po Gramu pozitivnimi 
koki v skupinah. Primerjava metode z avtomatskim sistemom za vgnezdeni multipli PCR FilmArray, metode 
MS s pripravama vzorcev po saponinski metodi ter s kompletom reagentov Sepsityper in klasične kultivacije 
z identifikacijo. 
HK Saponin Sepsityper FilmArray 
Končni rezultat 
kultivacije in identifikacije 
1 S. aureus S. aureus S. aureus Staphylococcus aureus 
2 S. aureus S. aureus S. aureus Staphylococcus aureus 
3 / S. aureus S. aureus Staphylococcus aureus 
4 S. aureus S. aureus S. aureus Staphylococcus aureus 
5 S. aureus S. aureus S. aureus Staphylococcus aureus 
6 S. aureus S. aureus S. aureus + mecA Staphylococcus aureus - MRSA 
7 S. aureus S. aureus S. aureus + mecA Staphylococcus aureus - MRSA 
8 S. capitis S. capitis Staphylococcus Staphylococcus capitis 
9 / S. epidermidis Staphylococcus + mecA Staphylococcus epidermidis 
10 / / Staphylococcus + mecA Staphylococcus epidermidis 
11 S. epidermidis S. epidermidis Staphylococcus + mecA Staphylococcus epidermidis 
+ mecA – bakterija nosi determinanto za odpornost mecA 
4.2.1 Saponin 
Saponinska metoda je pri tej skupini organizmov dala pravilen rezultat v 8 primerih od 11 
(72,7 %). Brez rezultata smo ostali v 3 primerih (27,3 %).  
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4.2.2 Sepsityper 
Uporaba kompleta reagentov Sepsityper je dala pravilno identifikacijo v 10 primerih od 11 
(90,9 %). V enem primeru (9,1 %) rezultata nismo dobili. 
4.2.3 FilmArray 
Od 11 vzorcev je avtomatski sistem za vgnezdeni multipli PCR FilmArray pravilno in 
popolno identificiral 7 vzorcev (63,6 %). V ostalih 4 primerih (36,4 %), kjer je šlo za KNS-
je, je metoda podala identifikacijo do rodu. Vse rezultate smo s kliničnega vidika in vidika 
uporabnosti smatrali kot popolne. Skupno smo torej dobili 11 pravilnih rezultatov (100 %). 
V 5 primerih smo dobili tudi podatek o prisotnosti gena mecA (dvakrat pri S. aureus in 
trikrat pri S. epidermidis). Oba S. aureus, kjer je bil javljen gen mecA, sta bila MRSA 
(Preglednici 4 in 6).  
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4.3  PO GRAMU POZITIVNI DIPLOKOKI IN VERIŽICE 
Skupno je bilo pregledanih 15 pozitivnih monomikrobnih hemokulturnih stekleničk, v 
katerih so rasli po Gramu pozitivni koki v verižicah ali diplokoki. 
Preglednica 5: Rezultati identifikacij 15 hemokulturnih stekleničk (HK) s po Gramu pozitivnimi koki v 
verižicah in diplokoki. Primerjava metode z avtomatskim sistemom za vgnezdeni multipli PCR FilmArray, 
metode MS s pripravama vzorcev po saponinski metodi ter s kompletom reagentov Sepsityper in klasične 
kultivacije z identifikacijo. 
HK Saponin Sepsityper FilmArray 
Končni rezultat 
kultivacije in identifikacije 
1 / E. faecalis Enterococcus* Enterococcus faecalis 
2 / E. faecalis Enterococcus* Enterococcus faecalis 
3 / / Enterococcus* Enterococcus faecium 
4 E. faecium E. faecium Enterococcus* Enterococcus faecium 
5 / E. faecium Enterococcus* Enterococcus faecium 
6 / E. faecium 
Enterococcus* + 
vanA/B 
Enterococcus faecium - VRE 
7 S. agalactiae S. agalactiae 
S. agalactiae 
(skupina B) 
Streptococcus agalactiae 
8 / S. equi Streptococcus* Streptococcus equi 
9 S. mitis* S. oralis Streptococcus* Streptococcus oralis 
10 S. pneumoniae / S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae 
11 S. pneumoniae S. pneumoniae S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae 
12 / S. pneumoniae S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae 
13 
S. mitis, 
S. pneumoniae* 
/ S. pneumoniae Streptococcus pneumoniae 
14 S. pyogenes S. pyogenes 
S. pyogenes 
(skupina A) 
Streptococcus pyogenes (sk. A) 
15 S. salvarius S. salivarius Streptococcus* Streptococcus salivarius 
* - identifikacija do višjega taksonomskega nivoja (Pri saponinski metodi so bile v teh primerih vrednosti 
»value score« prenizke za zanesljivo identifikacijo do vrste.) 
+ vanA/B – bakterija nosi determinanto za odpornost vanA/B 
4.3.1 Saponin 
Pravilen rezultat smo dobili v 6 primerih od 15 (40 %). V 2 primerih (13,3 %) smo dobili 
zanesljivi identifikaciji do rodu. V prvem primeru je metoda z enako dokaj nizko 
vrednostjo »value score« (1,7) javila S. mitis in S. pneumoniae. V drugem primeru je 
metoda podala napačno vrsto streptokoka. V obeh primerih smo upoštevali pravilno 
identifikacijo rodu. Pravilni – končni identifikaciji, z zanesljivima vrednostma »value 
score« do vrste sta bili možni šele po identifikaciji kolonij, ki so porasle po kultivaciji na 
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trdnih gojiščih. Skupno smo dobili 8 pravilnih identifikacij (53,3 %).V 7 primerih (46,7 %) 
smo ostali brez identifikacije.  
4.3.2 Sepsityper 
V 12 primerih od 15 (80 %) je ta metoda dala pozitiven in popoln rezultat. Brez rezultata 
smo ostali v 3 primerih (20 %).  
4.3.3 FilmArray 
Od 15 pregledanih vzorcev smo za vsakega dobili pravilen rezultat. Rezultate do vrste smo 
dobili v 6 primerih (40 %). Identifikacije do višjega taksonomskega nivoja smo dobili v 9 
primerih (60 %) – po zmožnostih metode. Skupaj smo dobili pravilne rezultate v 100 %. V 
primeru enterokoka VRE je metoda pravilno javila prisotnost determinante za odpornost 
(vanA/B) (Preglednici 5 in 6). 
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4.4 CELOKUPNA PRIMERJAVA TREH METOD PRI IDENTIFIKACIJI MONOMIKROBNIH VZORCEV 
 Preglednica 6: Pregled uspešnosti metod pri identifikaciji bakterij iz monomikrobnih stekleničk po skupinah. 
 Po Gramu negativni bacili 
(N=16) 
Po Gramu pozitivni koki 
v skupinah  (N=11) 
Po Gramu pozitivni 
diplokoki/verižice 
(N=15) 
Po Gramu pozitivne 
bakterije skupno (N=26) 
Skupaj                               
(N=42) 
 
Identifikacija 
SAP STY FA SAP STY FA SAP STY FA SAP STY FA SAP STY FA 
N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % 
PRAVILNA 14 87,5 15 93,8 11 68,8 8 72,7 10 90,9 7 63,6 6 40 12 80 6 40 14 53,8 22 84,6 13 50 28 66,7 37 88,1 24 57,1 
PRAVILNA  
(VIŠJI NIVO) 
0 0 0 0 3 18,8 0 0 0 0 4 36,4 2 13,3 0 0 9 60 2 7,7 0 0 13 50 2 4,8 0 0 16 38,1 
PRAVILNA 
(SKUPNO) 
14 87,5 15 93,8 14 87,5 8 72,7 10 90,9 11 100 8 53,3 12 80 15 100 16 61,5 22 84,6 26 100 30 71,5 37 88,1 40 95,2 
NAPAČNA/JE NI 2 12,5 1 6,2 2 13 3 27,3 1 9,1 0 0 7 46,7 3 20 0 0 10 38,5 4 15,4 0 0 12 28,5 5 11,9 2 4,8 
FA – FilmArray 
SAP – saponinska metoda 
STY - Sepsityper 
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4.5 POLIMIKROBNI VZORCI 
Skupno je bilo pregledanih 8 pozitivnih polimikrobnih hemokulturnih stekleničk. 
Preglednica 7: Rezultati identifikacij pri 8 polimikrobnih hemokulturnih stekleničkah (HK). Primerjava 
metode z avtomatskim sistemom za vgnezdeni multipli PCR FilmArray, metode MS s pripravama vzorcev po 
saponinski metodi ter s kompletom reagentov Sepsityper in klasične kultivacije z identifikacijo. 
HK Saponin Sepsityper FilmArray 
Končni rezultat 
kultivacije in identifikacije 
1 C. freundii C. freundii 
E.coli■, 
Streptococcus* 
Citrobacter freundii, 
Streptococcus anginosus 
2 E. kobei / 
Enterobacter cloacae 
complex, 
Enterococcus* 
Enterobacter kobei,  
Enterococcus faecium 
3 E. coli E. coli E. coli 
Escherichia coli, Bacteroides 
thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis, 
Bacteroides ovatus, Peptoniphilus harei 
4 K. pneumoniae K. pneumoniae 
K. pneumoniae, 
K. oxytoca•, 
Enterococcus* 
Klebsiella pneumonie,  
Enterococcus faecium 
5 P. mirabilis P. mirabilis 
Proteus*, 
Staphylococcus,  
Proteus mirabilis, 
Staphylococcus epidermidis 
6 E. coli E. coli 
E. coli, 
Staphylococcus 
Escherichia coli, 
Staphylococcus epidermidis 
7 / S. aureus 
S. aureus, 
Streptococcus*, 
+ mecA (dvakrat 
lažno pozitivno) 
Staphylcoccus aureus, 
Streptococcus salivarius 
8 E. coli E. coli 
E. coli,  
Enterococcus* 
Escherichia coli,  
Enterococcus faecalis 
* - identifikacija do višjega taksonomskega nivoja 
• - lažna/dodatna identifikacija 
■ - napačna identifikacija 
+ mecA – bakterija nosi determinanto za odpornost mecA (V tem primeru je bil rezultat lažno pozitiven.) 
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Preglednica 8: Pregled uspešnosti metod pri identifikaciji bakterij iz polimikrobnih stekleničk po izolatih. 
 
Izolati iz polimikrobnih hemokulturnih 
stekleničk (N=19) 
 
Identifikacija 
SAPONIN SEPSITYPER FILMARRAY 
N % N % N % 
PRAVILNA 7 36,8 7 36,8 6 31,6 
PRAVILNA  
(VIŠJI NIVO) 
0 0 0 0 8 42,1 
PRAVILNA 
(SKUPNO) 
7 36,8 7 36,8 14 73,7 
NAPAČNA/JE NI 12 63,2 12 63,2 5 26,3 
Pri metodah priprave vzorca za MS - saponinski metodi in metodi s kompletom reagentov 
Sepsityper smo lahko hkrati identificirali le po en mikroorganizem, iz enega 
polimikrobnega vzorca. Pri obeh metodah smo identificirali le po eno bakterijo, vsaka pri 7 
polimikrobnih vzorcih od 8. Obe metodi sta identificirali po 7 izolatov (36,8 %) od skupno 
19 najdenih. Vse identifikacije so bile pravilne do vrste.  
S FilmArray-em smo identificirali bakterije pri vseh 8 polimikrobnih vzorcih. Šest izolatov 
je pravilno identificiral do vrste (31,6 %), 8 izolatov pa do višje taksonomske enote (42,1 
%) – po zmožnostih metode. Skupno je FilmArray do različnih taksonomskih nivojev 
pravilno identificiral 14 izolatov od 19 prisotnih (73,7 %). Pri preostalih 5 izolatih je šlo za 
4 anaerobne bakterije, ki jih metoda ni sposobna identificirati (Preglednici 7 in 8). V enem 
primeru (26,3 %) je bil identificiran napačen mikroorganizem (E. coli namesto C. 
freundii). V enem primeru (26,3 %) je metoda sočasno javila prisotnost K. oxytoca in K. 
pneumonie, medtem ko je bila prisotna le K. pneumoniae.  
Pri vzorcu s S. aureus in Streptococcus salivarius je bila lažno pozitivno javljena prisotnost 
gena mecA. Testiranje občutljivosti S. aureus za antibiotike (natančneje za cefoksitin) po 
smernicah EUCAST je pokazalo, da ne gre za MRSA, prav tako je bil negativen dodaten 
molekularni test LightCycler® MRSA Advanced Test (Roche). 
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4.6 STATISTIČNA OPREDELITEV REZULTATOV IDENTIFIKACIJ PO 
UPORABLJENIH METODAH S TESTOM HI-KVADRAT 
S testom hi-kvadrat smo ugotovili, da je FilmArray pravilno identificiral statistično 
značilno več izolatov kot saponinska metoda (p<0,05). FilmArray je dal tudi več rezultatov 
kot Sepsityper, vendar razlika ni bila statistično značilna (p>0,05). 
4.7 ČAS TRAJANJA POSAMEZNE PREISKAVE 
Saponinska metoda z MS je v povprečju trajala 14,4 minut. Metoda Sepsityper z MS je v 
povprečju trajala 41,9 minut. Izvedba FilmArraya je v povprečju trajala 68,6 minut. 
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5  RAZPRAVA  
V magistrski nalogi smo primerjali tri nove molekularne metode za identifikacijo bakterij 
iz pozitivnih hemokultur. Primerjali smo saponinsko metodo in komplet reagentov 
Sepsityper (Bruker), ki sta različna postopka priprave vzorca za pregled z MALDI-TOF 
sistemom masne sprektrometrije, ter vgnezden mnogokratni PCR FilmArray BCID 
(BioFire Diagnostics, ZDA). Metode smo primerjali s standardnimi rutinskimi metodami 
kultivacije in identifikacije ter določanja občutljivosti za antibiotike. Metode smo uporabili 
na 50 pozitivnih hemokulturah (42 monomikrobnih in 8 polimikrobnih) z 61 izolati. Med 
metodami smo primerjali pravilnost identifikacij in trajanje. 
Saponinska metoda je med 42 monomikrobnimi vzorci (hemokulturami) dala pravilne 
rezultate do vrste v 28 primerih (66,7 %). Tanner s sod. (2017) in Meex s sod. (2012) so s 
69 % in 66 % dobili podobne rezultate. V študiji Martinyja in sod. (2012) se je metoda s 
47,7 % pravilnih identifikacij odrezala nekoliko slabše. Saponinska metoda je pri nas 
podala identifikacije do višjih taksonomskih enot v 4,8 %. Skupno smo torej dobili 71,5 % 
pravilnih identifikacij. V 28,6 % pa metoda rezultatov ni dala oz. so bili ti napačni. 
Odstotek manjkajočih oz. napačnih identifikacij je bil pri tej metodi najvišji. Med vsemi 
tremi metodami je bila ta metoda najhitrejša.  
Metoda z uporabo kompleta reagentov Sepsityper se je izkazala za boljšo od saponinske 
verjetno zato, ker pri saponinski metodi ni bila uporabljena popolna ekstrakcija. Odstotek 
pravilnih identifikacij do vrste – v skupini monomikrobnih vzorcev – je bil pri tej metodi 
najvišji. Pri monomikrobnih vzorcih je dal Sepsityper pozitivne in popolne identifikacije 
bakterij do vrste v 88,1 %. Buchan in sod. (2012), Loonen s sod. (2012) in Tanner s sod. 
(2017) so s kompletom reagentov Sepsityper dosegli 85,5 %, 78 % in 74 % pravilnih 
identifikacij. Meex s sod. (2012) in Martiny s sod. (2012) so s to metodo dosegli slabše 
rezultate – prvi 66 % pravilnih identifikacij, drugi pa 47 %. Pri validaciji kompleta 
reagentov Sepsityper za direktno identifikacijo bakterij in gliv iz pozitivnih hemokultur so 
na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo prišli do podobnih rezultatov. Metoda je 
dosegla 70 % pravilnih identifikacij v primerjavi z rutinskimi metodami. Rutinske metode 
so bile enake kot v naši preiskavi. Uporabljen je bil enak kriterij za vrednotenje rezultatov: 
upoštevani so bili le rezultati z vrednostjo »value score« ≥ 1,7 (Pišek in sod., 2012). 
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Identifikacij, pravilnih do višjih taksonomskih nivojev, pri našem delu nismo dobili v 
nobenem primeru. V 11,9 % identifikacij nismo dobili oz. so bile te napačne.  
Obe omenjeni metodi z MS sta dali največ pravilnih identifikacij v skupini po Gramu 
negativnih bacilov, kar sovpada z rezultati drugih študij (Buchan in sod., 2012; Meex in 
sod., 2012; Tanner in sod., 2017). Sepsityper nam je dal pri po Gramu negativnih 
bakterijah 93,8 % pravilnih identifikacij, saponin pa 87,5 %. Podobne rezultate so dobili 
tudi Meex in sod. (2012), kjer so pri po Gramu negativnih bakterijah s Sepsityper metodo 
dobili 90 % pravilnih identifikacij, s saponinom pa 82,5 %. Loonen in sod. (2012) so pri tej 
skupini bakterij s kompletom reagentov Sepsityper dobili 96 % pravilnih identifikacij. 
Obe metodi sta nam dali najmanj rezultatov pri po Gramu pozitivnih bakterijah, sploh pri 
kokih v verižicah oz. diplokokih. Bolje se je odrezal Sepsityper. Ta je dal pri po Gramu 
pozitivnih bakterijah 84,6 % pravilnih identifikacij do vrste, saponin pa 53,8 %, skupaj z 
višjim nivojem 61,5 %. Tudi Meex in sod. (2012) in Martiny in sod (2012), ki so v tej 
skupini bakterij dobili slabše rezultate kot mi, so s kompletom reagentov Sepsityper (58 % 
in 45,7 %) dobili več pravilnih identifikacij kot s saponinsko metodo (52 % in 31,4 %).  
V enem primeru monomikrobne hemokulturne stekleničke, v kateri je rasel S. epidermidis, 
rezultata ni dala nobena od metod identifikacije s sistemom masne spektrometrije MALDI-
TOF. Težave pri identifikaciji S. epidermidis z metodami, ki temeljijo na tej tehnologiji, so 
opisali tudi Buchan in sod. (2012), Neville in sod. (2011) ter Stevenson in sod. (2010). Pri 
obeh metodah smo imeli težave tudi s Streptococcus pneumoniae ter s streptokoki iz 
skupine viridans, kar je bilo prav tako že večkrat opisano (Buchan in sod., 2012; 
Moussaoui in sod., 2010; Neville in sod., 2011, Stevenson in sod., 2010). 
Razlike med opisanimi študijami so lahko posledica različnih gojišč hemokulturnih 
stekleničk (nekatere študije so uporabljale le aerobne ali anaerobne stekleničke in 
stekleničke različnih proizvajalcev), atmosfere pri inkubaciji in razlik v postopkih 
bakterijske ekstrakcije (Szabados in sod., 2011). Vsem študijam pa je skupno to, da se 
identifikacija s sistemom masne spektrometrije MALDI-TOF ne glede na metodo bolje 
obnese pri po Gramu negativnih bakterijah kot pri po Gramu pozitivnih bakterijah, sploh 
streptokokih (Tanner in sod., 2017). 
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Skupna šibka točka obeh omenjenih metod je bila nezmožnost hkratne identifikacije več 
mikroorganizmov iz polimikrobnih hemokultur. Masna spektrometrija MALDI-TOF 
običajno identificira le prevladujoč mikroorganizem v vzorcu (Martiny in sod., 2012). Ta 
problem je bil pri masni spektrometriji MALDI-TOF že velikokrat opisan in je znan (La 
Scola in sod., 2009; Meex in sod., 2012; Stevenson in sod., 2010; van Veen in sod., 2010).  
 
Pri 8 polimikrobnih primerih, ki so skupno vsebovali 19 izolatov, sta saponinska metoda in 
Sepsityper identificirala po 7 izolatov (36,8 %). V 7 različnih vzorcih je bil vsakič pravilno 
identificiran po en izolat. Pri obeh metodah smo v enem primeru ostali brez rezultata, 
vendar primera nista sovpadala. Štirinajst izolatov (63,2 %) ni identificirala nobena od 
obeh metod. FilmArray je pri polimikrobnih vzorcih pravilno identificiral 14 izolatov (73,7 
%), 6 do vrste (31,6 %) in 8 do višje taksonomske enote (42,1 %). Pravilne identifikacije 
vseh bakterij iz polimikrobnih vzorcev smo s to metodo dobili v 6 primerih od 8 (75 %), če 
ne upoštevamo dodatne identifikacije K. oxytoca v vzorcu s K. pneumoniae in E. faecium. 
Altun in sod. (2013) so za polimikrobne vzorce dosegli podobne rezultate, s FilmArrayem 
so dobili identifikacije vseh prisotnih mikroorganizmov v 71 %. V 25 % identifikacij niso 
dobili, a je šlo v večini primerov za mikroorganizme, ki jih metoda ni zmožna 
identificirati. 
Obe metodi za pregled vzorcev s sistemom masne spektrometrije sta pri monomikrobnih 
vzorcih resda dali več identifikacij do vrste kot FilmArray, ki je omejen na nabor 24 
organizmov, ki jih lahko prepozna. Če pa upoštevamo tudi identifikacije do višje 
taksonomske enote in več identifikacij pri polimikrobnih bakteriemijah, je dala največ 
rezultatov metoda FilmArray. FilmArray je pri 42 monomikrobnih vzorcih dal 24 (57,1 %) 
pravilnih identifikacij do vrste. V 16 primerih (38,1 %) je dal identifikacije do višjih 
taksonomskih enot. Skupno je dal torej 40 pravilnih identifikacij (95,2 %). Altun s sod. 
(2013) in Bhatti s sod. (2014) sta pri monomikrobnih vzorcih dosegla podobne rezultate: 
92 % in 91,6 % pravilnih identifikacij. V 2 primerih (4,8 %) nam FilmArray identifikacij ni 
dal. Število primerov brez uspešne identifikacije je bilo pri tej metodi najmanjše. Metoda 
se je najbolje izkazala pri po Gramu pozitivnih kokih v skupinah, in sicer s 100 % 
pravilnimi identifikacijami, 63,4 % do vrste in 36,4 % do višjega taksona. Metoda je v tej 
skupini vedno pravilno ločila med S. aureus in koagulaza-negativnimi stafilokoki (KNS-
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ji). Pri grampozitivnih diplokokih in verižicah je bilo identifikacij do vrste manj (40 %), 
prevladovale so identifikacije do rodu (60 %). Napačnih in manjkajočih identifikacij v tej 
skupini bakterij ni bilo. Streptococcus pneumoniae, S. agalactiae in S. pyogenes je metoda 
v vseh primerih pravilno identificirala do vrste. Drugi streptokoki so bili v vseh primerih 
pravilno identificirani do rodu – po zmožnosti metode. Identifikacija do višje taksonomske 
enote nam včasih zadostuje pri uvedbi ustrezne protimikrobne terapije, npr. pri rodu 
Streptococcus in Staphylococcus (v primeru KNS-jev). Razločevanje med enterokoki s 
FilmArrayem ni bilo možno, kar otežuje uvedbo ustrezne protimikrobne terapije. Pri 
enterokokih je pomembno ločiti med E. faecalis od bolj odpornega E. faecium. Tudi v 
študiji Bhattija in sod. (2014) je metoda določila vse stafilokoke, streptokoke in enterokoke 
z le eno napačno identifikacijo na nivoju vrste. Pri po Gramu negativnih bacilih nam je 
FilmArray dal identifikacije do vrste v 68,8 %, identifikacije do višje taksonomske enote 
pa v 18,8 %, skupno 87,6 %. V dveh primerih (12,5 %) identifikacije nismo dobili. V obeh 
primerih je šlo za bakteriji, ki ju metoda ni zmožna identificirati (Prevotella buccae in 
Providencia stuartii). Metoda je v tej skupini bakterij tako pravilno identificirala vse 
bakterije, za katere je narejena, kar se sklada z rezultati Bhattija in sod. (2014). Pri njih je 
metoda prav tako pravilno identificirala vse po Gramu negativne bakterije, ki jih ima v 
naboru.  
 
V 7 primerih nam je metoda javila prisotnost determinant za odpornost proti antibiotikom. 
Primera, kjer bi bil prisoten gen blaKPC, v naši raziskavi ni bilo. Enkrat je bil določen gen 
vanA/B, in sicer pri proti vankomicinu odpornem E. faecium. Gen mecA je bil določen 
šestkrat. Od tega petkrat pri monomikrobnih vzorcih, kjer je šlo dvakrat za MRSA in 
trikrat za S. epidermidis. Gen mecA je bil v vseh monomikrobnih primerih določen 
pravilno. V primeru mešane kulture S. aureus in Streptococcus viridans je bil gen določen 
lažno pozitivno, kar je bilo potrjeno na dva načina. Najprej z izdelavo antibiograma s 
Kirby-Bauerjevo difuzijsko metodo, kjer je testirani S. aureus pokazal dobro občutljivost 
za cefoksitin, ki se uporablja za dokazovanje MRSA. Negativen je bil tudi dodatni 
molekularni test za dokazovanje MRSA - LightCycler® MRSA Advanced Test (Roche). 
Pri streptokokih so sicer prisotni geni mecA, ki kodirajo MecA prilagoditvene beljakovine, 
vendar so ti geni dosti krajši od mecA genov, ki kodirajo proteine PBP pri stafilokokih 
(Tian in sod., 2013). Lažno pozitivne rezultate za gen mecA so v štirih monomikrobnih 
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primerih dobili tudi Bhatti in sod. (2014) – pri enem S. aureus in treh KNS-jih. Altun in 
sod. (2013) so za omenjeni gen dobili dva lažno pozitivna rezultata in enega lažno 
negativnega. Avtorji so pojav označili kot zaskrbljujoč, saj bi napačni podatki o 
občutljivosti bakterij lahko vodili v neustrezno antimikrobno terapijo. 
Pri našem delu smo skupno obravnavali 61 izolatov, ki so spadali v 28 različnih 
bakterijskih vrst (Preglednica 2). Kartuša FilmArray BCID je bila sposobna do vrste 
identificirati 9 od omenjenih vrst, kar je skupno predstavljalo 32,1 % vseh najdenih 
izolatov. Med njimi so tudi nekateri organizmi, ki so se v naših vzorcih pojavljali 
najpogosteje. To so S. aureus (13,1 % izolatov), E. coli (9,8 % izolatov) in S. pneumoniae 
(6,6 % izolatov). FilmArray lahko do višjih taksonomskih enot identificira 12 najdenih 
bakterij, kar predstavlja 42,9 % najdenih izolatov. Skupno lahko metoda do določenega 
nivoja identificira 75 % bakterijskih vrst, ki so bile prisotne v raziskavi. Delež, ki so ga te 
bakterije predstavljale glede na vseh 61 izolatov, je predstavljal 88,3 %. Za preostalih 7 
bakterijskih vrst (25 % prisotnih vrst) metoda ni bila ustrezna. Teh sedem bakterijskih vrst 
se je pojavilo le po enkrat, torej so glede na 61 izolatov predstavljale 11,7 %. Devet vrst 
mikroorganizmov, ki jih ta metoda tudi lahko zazna, v naši raziskavi ni bilo prisotnih 
(Listeria monocytogenes, Acinetobacter baumannii, Neisseria meningitidis, Seratia 
marcescens in vseh pet vrst kvasovk). 
 
Raziskavi Altuna in sod. (2013) ter Bhattija in sod. (2014) o metodi FilmArray se nagibata 
k podobnim zaključkom – da je metoda dobro občutljiva in specifična, vendar je zaradi 
stroškov in trajanja posamezne preiskave potrebna smotrnost uporabe. Za vsakodnevno 
delo je primerna MS s pripravo vzorca po saponinski metodi ali metodi Sepsityer. 
FilmArray se je v raziskavah dobro obnesel pri polimikrobnih vzorcih, ki so bili 
prepoznani na temelju predhodnega gramskega preparata. Velikokrat se je pojavilo tudi 
vprašanje glede nabora mikroorganizmov, saj so v hemokulturah prisotni tudi 
mikroorganizmi, ki jih metoda ne pokriva, ter problematika glede javljanja 
mikroorganizmov, kot je VRSA, ki so sicer redek, a toliko bolj pereč problem. Če ne 
upoštevamo identifikacij do višjega taksonomskega nivoja, naši odstotki metodo sicer 
pokažejo v nekoliko slabši luči, a smo s tem vzeli v zakup probleme, ki jih drugi avtorji ne 
omenjajo – ločevanje med patogeni in kontaminanti, ko je mikroorganizem javljen do 
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višjega taksonomskega nivoja. V takem primeru tudi ni možno ugotoviti, ali so prisotne 
bakterije ene ali več vrst iz istega rodu/družine.  
 
Saponinska metoda se je v skladu z našo hipotezo (H2) izkazala za najhitrejšo. Povprečen 
čas postopka je bil 14,4 minute. Podoben čas (20 min), potreben za izvedbo te metode, 
navajajo tudi Martiny in sod. (2012). Ta metoda se je torej izkazala kot zelo koristna, sploh 
če upoštevamo pomen hitrega pridobivanja in sporočanja rezultatov o mikroorganizmih v 
krvi. Je tudi najcenejša od vseh treh uporabljenih metod. Za metodo Sepsityper je bil 
povprečen čas preiskave 41,9 minut, kar je več, kot je zapisano v navodilih proizvajalca, ki 
potreben čas ocenjuje na 30 minut (Bruker, 2015). Podoben čas (40 min) so navedli tudi 
Martiny in sod. (2012). Za izvedbo metode FilmArray je bilo pri našem delu v povprečju 
potrebnih 68,6 minut, kar se sklada z navodili proizvajalca ter z navedbami v drugih virih 
(Bhatti in sod., 2014; Altun in sod., 2013). Ta metoda je od začetka do končnega rezultata 
sicer potrebovala največ časa, vendar je dejansko ročno delo tehnika obsegalo maksimalno 
10 minut na samem začetku. Po vstavitvi kartuše v aparat je postopek približno eno uro 
potekal avtomatizirano. Slabost je sicer ta, da aparat lahko naenkrat obdela le en vzorec, a 
ima tehnik ob tem eno uro časa za morebitne dodatne preiskave. Tako je lahko ob 
predhodnem pregledu gramskega razmaza iz stekleničke s polimikrobno kulturo delo 
časovno racionalno razdeljeno med več tipov preiskav. Najprej opravimo ročno delo, 
potrebno za preiskavo z aparatom FilmArray, med čakanjem na rezultate pa lahko 
opravimo druge preiskave. 
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6  SKLEPI 
• FilmArray je pri monomikrobnih vzorcih pravilno identificiral 95,2 % bakterij, kar 
je več kot v primerjavi s saponinsko metodo (71,5 %) in kompletom reagentov 
Sepsityper (88,1 %), vendar je v 38,1 % identificiral samo do višjih taksonomskih 
nivojev. Potrdili smo hipotezo H1. 
• Saponinska metoda in Sepsityper sta dali boljše identifikacije v primerih, ko je dal 
FilmArray identifikacije do višjega taksonomskega nivoja. 
• FilmArray se je bolje izkazal tudi pri polimikrobnih vzorcih, kjer je pravilno 
identificiral 73,7 % prisotnih izolatov, kar je več kot v primerjavi s saponinsko 
metodo (36,8 %) in Sepsityperjem (36,8 %). 
• FilmArray je javil tudi prisotnost določenih genov za odpornost proti antibiotikom 
(blaKPC, mecA in vanA/B), gen mecA enkrat tudi lažno pozitivno.   
• Saponinska metoda je bila najhitrejša in najcenejša, s čimer smo potrdili hipotezo 
H2. 
• Menimo, da naj bi bila uporaba metod stopenjska in da naj bi temeljila na 
predhodnem gramskem razmazu. Če je v vzorcu opažena ena morfologija, 
uporabimo saponinsko metodo ali metodo Sepsityper, če pa je vidnih več različnih 
morfologij, je smotrna uporaba tehnologije FilmArray. 
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7 POVZETEK 
Sepsa je kljub napredkom v protimikrobni terapiji in podpornemu zdravljenju povezana z 
visoko obolevnostjo in umrljivostjo. Zgodnja identifikacija povzročiteljev sepse in njihove 
občutljivosti za antibiotike je tako ključnega pomena. V magistrski nalogi smo primerjali 
tri nove molekularne metode za identifikacijo bakterij iz pozitivnih hemokultur. Primerjali 
smo saponinsko metodo in komplet reagentov Sepsityper (Bruker), ki sta različna postopka 
priprave vzorca za pregled z sistemom masne sprektrometrije MALDI-TOF, ter vgnezden 
mnogokratni PCR tehnologije FilmArray BCID (BioFire Diagnostics, ZDA). Metode smo 
primerjali s standardnimi rutinskimi metodami kultivacije in identifikacije ter določanja 
občutljivosti za antibiotike. Metode smo uporabili na 50 pozitivnih hemokulturah (42 
monomikrobnih in 8 polimikrobnih) z 61 izolati. Pri metodah smo primerjali pravilnost 
identifikacij in trajanje.  
S saponinsko metodo in kompletom reagentov Sepsityper, ki sta vedno podajala 
identifikacije mikroorganizmov do vrste, smo za monomikrobne vzorce dobili pravilne 
identifikacije v 71,5 % in 88,1 %. Z metodo FilmArray smo za monomikrobne vzorce 
skupno dobili 95,2 % pravilnih identifikacij, od tega 66,8 % do vrste in 28,6 % do višje 
taksonomske enote. Z masno spektrometrijo smo lahko do vrste identificirali tudi bakterije, 
ki jih je FilmArray identificiral samo do višjega nivoja. V prid saponinski metodi gresta 
najkrajši čas trajanja preiskave ter cena preiskave. FilmArray je bil najuspešnejši pri 
identifikaciji bakterij iz polimikrobnih vzorcev, kjer je identificiral 73,7 % prisotnih 
izolatov, saponin in Sepsityper pa le 36,8 %. FilmArray je bila edina metoda, ki je lahko 
identificirala več organizmov naenkrat. S tega stališča so bile tudi identifikacije do višjih 
taksonomskih nivojev uporabnejše kot identifikacije le enega mikroorganizma, ki sta jih 
podali drugi dve metodi. Poleg tega je bila FilmArray edina metoda, ki je sočasno podala 
tudi informacije o prisotnosti determinant za odpornost proti antibiotikom, vendar enkrat 
tudi lažno. Slabosti metode so njeno trajanje, dejstvo, da je možno sočasno pregledati le en 
vzorec, ter višja cena preiskave. 
  
Menimo, da naj bi bila uporaba metod stopenjska in da naj bi temeljila na predhodnem 
gramskem razmazu. Če je v vzorcu opažena ena morfologija, uporabimo saponinsko ali 
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Sepsityper metodo, če pa je vidnih več različnih morfologij, je smotrna uporaba FilmArray 
tehnologije. 
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